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We are an impossibility in an impossible universe.

Ray Bradbury

Nada es verdad, todo es possible.

Altair Ibn-La'Ahad

Sometimes it's only madness that makes us what we are.

B. Wayne

Rien dans la vie n'est a craindre, c'est seulement a étre compris. Il est maintenant temps pour mieux

comprendre, afin que nous puissions craindre moins.

Marie Curie

Watch your thoughts for they become words. Watch your words for they become actions. Watch
your actions for they become... habits. Watch your habits, for they become your character. And

watch your character, for it becomes your destiny! What we think we become.

Margaret Tatcher


http://www.brainyquote.com/quotes/quotes/r/raybradbur136571.html
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Abreviaturas

1. Abreviaturas

ACV Accidente cardiovascular

Ag I Angiotensina Il

CE Células Endoteliales

c-HDL Colesterol de lipoproteinas de alta densidad

c-LDL Colesterol de lipoproteinas de baja densidad

CML Célula de masculo liso

CT Colesterol

EC Enzima convertidora

ECA Enzima convertidora de la angiotensina

ECV Enfermedades cardiovasculares

GIM Grosor de intima-medio carotideo

HDL High density lipoproteins, lipoproteinas de alta densidad

HTA Hipertension Arterial

IDL Intermediate density lipoproteins, lipoproteinas de densidad media
IMC indice de masa corporal

LDL low density lipoproteins, lipoproteinas de baja densidad

LDLag LDL agregadas

LDLox LDL oxidadas

LRP1 Proteina 1 relacionada con el receptor de lipoproteinas de baja densidad
MAF Alelo menos frecuente

ug Microgramos

mg Miligramos

OMS Organizacion Mundial de la Salud

OPS Organizacion Panamericana de la Salud

PGs Proteoglicanos

SRAA Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona

SNC Sistema Nervioso Central

SNP Single-Nucleotide Polymorphism. Polimorfismo de un solo nucleétido
TG Triglicéridos

VLDL Very low density lipoproteins, lipoproteinas de muy baja densidad



Definiciones

2. Definiciones

Angiogénesis: Formacion de nuevos vasos sanguineos, neovasos, a partir de vasos

sanguineos ya existentes.

Apoptosis: Muerte celular programada mediada en su mayor parte por una familia de

proteinas intracelulares denominadas caspasas.

Aterogénesis: Proceso de formacion e incremento de lesiones ateromatosas en la pared

arterial.

Ateroma: Lesion focal de la capa intima arterial constituida por un ndcleo rico en lipidos y

cubierto de una capa fibrosa acompafiada de un proceso inflamatorio contindo.

Arterioesclerosis: Termino empleado para designar un engrosamiento y rigidez de los

vasos sanguineos de cualquier tamafio.

Aterosclerosis: Enfermedad sistémica caracterizada por la formacion y acumulo de placas
ricas en lipidos dentro de las paredes de los vasos sanguineos, principalmente en arterias

grandes.

Enfermedad Cardiovascular: Termino que describe cualquier enfermedad relacionada con
el sistema cardiovascular, es la principal complicacion de la aterosclerosis, sus

manifestaciones pueden ser coronarias, cerebrovasculares o periféricas.

Enfermedad Coronaria: Tipo mas comun de enfermedad cardiaca, principal causa de
muerte entre hombres y mujeres. Es una condicion en la cual las principales arterias

contienen placas ateroscleroticas.

Estenosis: Constriccién o estrechamiento de un vaso sanguineo, comanmente dado por el

desarrollo de una placa aterosclerética.

Leucocito: También llamados glébulos blancos, son un conjunto de células sanguineas de

origen linfatico efectoras celulares de la respuesta inmunitaria.

Linfocito: Son un tipo de glébulo blanco, representan alrededor de un 30% de la celularidad

sanguinea, son células agranulocitas.



Definiciones

Macréfago: Célula de la estirpe blanca que se encuentra en tejidos procedente de la
migracién de un leucocito llamado monocito, célula especializada en la internalizaciéon y

eliminacién de material infeccioso o de deshecho.

Neutrofilo: Célula de la estirpe blanca mas abundante en circulacion, son los primeros en

migrar hacia una lesion o proceso inflamatorio.

Placa: Lesiones dentro de la pared de las grandes arterias que contienen lipidos, leucocitos

y células musculares lisas.

Placa con nucleo calcificado: Una placa con un proceso inflamatorio avanzado cuya
caracteristica principal es la presencia de un centro con alto contenido en calcio, resultado

de la pérdida de funcién de las células endoteliales.

Placa de alto riesgo o vulnerable: Términos sindnimos que describen a una placa con

elevado riesgo de ruptura o trombosis.

Sindrome metabdlico: Condicion patolégica asociada a la manifestacion de dislipidemias,
resistencia a la insulina, hipertension arterial (HTA) y obesidad, sobre todo con acumulacién
de grasa abdominal excesiva. Por convencion se deben cumplir al menos tres de los

sintomas mencionados.

Sistema Renina Angiotensina Aldosterona: Sistema renal encargado del control de la

presién arterial.

SNP: Polimorfismo de un solo nucleétido.
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Marco Tedrico

3. Marco Teodrico
3.1 Hipertension Arterial

La hipertension arterial se define como una presién arterial sistémica (HTA) elevada de
forma cronica respecto a los limites establecidos como normales, <120/80, mostrados en la
tabla 1. Es un padecimiento multifactorial caracterizado por un aumento sostenido de la
presion arterial sistélica, diastélica o ambas. La elevacion de la presion arterial, aunque sea
moderada, acorta la esperanza de vida ya que al presentar un aumento de la presion media
en un 50% o mas por encima de los valores normales, sera prondstico de que la persona no

vivird mas de algunos afios, a no ser del inicio de un régimen terapéutico inmediato.*

El estudio de la HTA es vital debido a la alta frecuencia que presenta, siendo casi un tercio
de la poblacion mundial la que padece de esta patologia; asi como por el hecho de ser una
enfermedad incapacitante con un aumento creciente en los indices de mortalidad. La HTA
puede ser el resultado de una elevacion en el gasto cardiaco, un aumento de las
resistencias periféricas, o ambos. En la practica, la principal anomalia en la mayoria de los
casos de hipertension es una resistencia periférica total aumentada. Algunos de los efectos

letales de la HTA se producen principalmente de tres formas:

1. Un exceso de la carga de trabajo sobre el corazon lo que produce insuficiencia
cardiaca precoz y cardiopatia coronaria.

2. La hipertensién arterial dafia algun vaso sanguineo mayor del cerebro, con lo que
mueren importantes porciones de ese 6rgano; lo que se denomina infarto cerebral.

3. La hipertension casi siempre provoca lesiones en los rifiones, produciendo muchas
zonas de destruccion renal y ocasionando finalmente insuficiencia renal, uremia y

muerte. 2

3.1.1 Diagnédstico
Realizar una toma de la presion arterial es la prueba diagndstica mas sencilla y de uso
comun en la medicina cardiovascular. Lo preferente es realizar la lectura con un
esfigmomandémetro mercurial 0, en caso contrario, un esfigmomandmetro aneroide

recientemente calibrado. 3
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Marco Tedrico

El diagnostico de una persona hipertensa es realizado mediante los criterios establecidos
por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) los cuales son: en ausencia de enfermedad
cardiovascular renal o diabetes =140/90 mmHg, en caso de presentar enfermedad
cardiovascular o diabetes >130/80 mmHg y en caso de tener proteinuria de 1,0g e
insuficiencia renal >125/75 mmHg. Se consideran valores diferentes de presion arterial (PA)

debido a la importancia de una coexistencia con varios factores de riesgo.

Es importante realizar un diagndstico correcto de hipertension, el cual debe hacerse
después de mediciones repetidas de la presion arterial durante algunas semanas, al menos
en 3 ocasiones. Se debe recordar que la HTA es un padecimiento asintomatico, por lo que
se debe realizar una medicién de presion arterial en sujetos de apariencia sana, en un

intento de diagndstico temprano.’

3.1.2 Clasificacion
De acuerdo a las sociedades europeas de cardiologia e hipertension (ESC y ESH
respectivamente), la HTA por cifras se clasifica de acuerdo a los siguientes criterios. La
categoria de PA fronteriza es de gran importancia ya que sera en esta fase cuando la

prevencion y un diagndéstico correcto daran un prondéstico bueno al paciente.

Tabla 1. Clasificacién de la Hipertension

Categoria Sistélica mmHg. Diastdlica mmHg.

Optima <120 <80
Presion arterial normal 120 a 129 80asg4
Presion arterial fronteriza 130 a 139 85a 89
Hipertensién 1 140 a 159 90a99
Hipertensién 2 160 a 179 100 a 109
Hipertensién 3 =180 =110
Hipertensioén sistdlica aislada =140 <90

Valores de referencia de presion sanguinea sistélica y diastélica que

permiten la clasificacion de la HTA.

En 90% de los casos de HTA la causa es desconocida, a esta forma se le cataloga como
hipertension esencial o primaria. Por otro lado, la HTA secundaria por definicion, tiene una

causa demostrable. !
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1. Primaria o esencial: se presenta en la mayor parte de los casos, no hay una causa

identificable, entre otros mecanismos participan la herencia, alteraciones del sistema

nervioso simpatico, el volumen sanguineo, el gasto cardiaco, las resistencias arteriolares

periféricas, el Sistema Renina Angiotensina Aldosterona (SRAA), la sensibilidad al sodio

y a la resistencia a la insulina.

2. Secundaria: se puede identificar una causa, entre las cuales se encuentran:

2.1
2.2

2.3

2.4

2.5
2.6

2.7
2.8

Renal: glomerulopatias, tubulopatias y enfermedades intersticiales

Vascular: coartaciéon de la aorta, hipoplasia de la aorta, renovascular, trombosis de
la vena renal, arteritis.

Endocrina: enfermedades de la tiroides o de la paratiroides, aldosteronismo
primario, sindrome de Cushing, feocromocitoma.

Del SNC: tumores, encefalitis, apnea del suefio.

Fisicas: quemaduras.

Inducida por medicamentos: esteroides suprarrenales, antiinflamatorios no
esteroideos, inhibidores de la ciclooxigenasa 2, anfetaminas, simpaticomimeéticos,
anticonceptivos orales, ciclosporina, eritropoyetina, complementos dietéticos.
Inducida por téxicos: cocaina, regaliz, plomo.

Inducida por embarazo: incluye pre-eclampsia y eclampsia.

3.1.3 Tratamiento

El tratamiento de la HTA no solo consiste en medidas farmacolégicas, sino también

dependera de un cambio de estilo de vida. *°

La HTA es un trastorno frecuente que si no se controla eficazmente aumenta en gran

medida la probabilidad de ECV. Existen pocos casos de HTA que son tratables

guirdrgicamente, la mayoria de los casos son HTA esencial, y su tratamiento depende

Gnicamente de accién farmacoldgica.®
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Figura 1. Regulacion de la Presion Arterial
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En el tratamiento de la HTA esencial deben cuidarse tres aspectos: 1) Reducir los niveles de
presion arterial. 2) Evitar el dafio a 6érganos de impacto o revertirlo si es posible. 3) Tratar

los padecimientos o alteraciones concomitantes.?

Los principales sistemas encargados de controlar la PA son el sistema nervioso simpatico
(SNS), el sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) y los autacoides derivados del
endotelio tdnicamente activo. El incremento de la resistencia vascular periférica pone en
marcha varias respuestas fisiolégicas en los sistemas mencionados, creando circulos

viciosos que son objetivos blanco de la accion farmacoldgica, que se resumen en la figura 1.

La HTA, el engrosamiento de la pared arterial, en conjunto con otras entidades y/o factores
de riesgo pueden desencadenar ECV como una enfermedad inflamatoria cronica.

3.1.4 Factores de riesgo de enfermedades cardiovasculares
Se han asociado alrededor de 300 factores de riesgo con la prevalencia de ECV y entre
ellos, se han reconocido como los principales desencadenantes del desarrollo y progresion
de la aterosclerosis a 6 factores en concreto: tabaquismo, alcoholismo, presion arterial

elevada, niveles de colesterol elevados y obesidad.” & °

En términos globales, los factores de riesgo cubren rubros de estilo de vida, caracteristicas

fisiol6gicas, bioquimicas y de historia familiar.

En muchos casos el Unico tratamiento necesario para que el paciente presente una mejoria,
consiste en realizar un cambio en su estilo de vida. Sin embargo, existen una serie de
factores no modificables, como son la predisposicion genética para padecer ciertas
enfermedades. De esta manera se puede clasificar a los factores de riesgo en modificables

y no modificables.

Factores de riesgo modificables y no modificables
Aproximadamente el 75% de las ECV pueden ser atribuidas a los siguientes factores, y se

dividen en factores de riesgo modificables y no modificables, se muestran en la tabla 2:

Otros factores de riesgo:
e Niveles sanguineos elevados de homocisteina: Factor influyente en el desarrollo de

enfermedades cardiovasculares y cerebro vasculares.
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e Procesos inflamatorios cronicos: Un proceso inflamatorio crénico conlleva a una
alteracion de permeabilidad vascular, modificaciones leucocitarias y cambios
hemodinédmicos.

e Coagulacion sanguinea anormal: Niveles elevados de plasmindégeno y otros factores de
la cascada de coagulacion, ademas de fallas en la modulacion del proceso de

coagulacion se relacionan con el riesgo de complicaciones cardiovasculares.™®

Tabla 2. Principales factores de riesgo para ECV *

Factores de riesgo « Alimentacién y dieta
modificables . Inactividad fisica
. Tabaquismo
« Manejo adecuado de: Diabetes Mellitus, HTA y dislipidemias.

Otros factores « Nivel socioeconémico bajo
modificables « Psicologicos
« Medicamentos

Factores de riesgo no . Historia familiar genética
modificables . Sexo
. Etnia

. Predisposicion genética para HTA, Diabetes Mellitus y/o
alteraciones de niveles lipidicos.

La HTA es un padecimiento multifactorial y de herencia multifactorial, y cada vez resulta
mas compleja la compleja interaccion que existe entre todos estos factores, por lo que la
presencia de uno o varios, incrementa la incidencia de alguna enfermedad aterosclerética o

vascular.

3.1.5 Epidemiologia de enfermedad cardiovascular
Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son las principales causas de muerte, en paises
industrializados y es una causa creciente de mortalidad en paises en desarrollo; ademas de
ser una causa comun de discapacidad, muerte prematura y que ocasiona altos costos para
su prevencién y control. Las principales formas de ECV son la enfermedad cardiaca
coronaria (ECC) e infartos. Ademas, la OMS prevé que para el afio 2020 las enfermedades
cardiovasculares seran la principal causa de defuncién y discapacidad en todo el mundo,

rebasando a la mortalidad ocasionada por enfermedades infecciosas y parasitarias.***?
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Hay una variacion geogréafica mundial muy amplia en la distribucion de indices de mortalidad
de ECV, debido a que los indices de mortalidad varian respecto a numerosos factores;
como el género, origen étnico y clase social; encontrandose generalmente niveles mas altos

en hombres que en mujeres, y con niveles acrecentados con la edad.®

A pesar de que existe una variacion mundial muy amplia en la distribucion de indices de
mortalidad, estas enfermedades afectan por igual a diferentes grupos de poblacién,
independientemente de su nivel cultural o socioeconémico. En adicion al género, edad,
origen étnico y nivel socioecondmico existen otras variables importantes que afectan los
niveles de mortalidad como lo son la susceptibilidad genética, el tabaquismo, el consumo
excesivo de bebidas alcohdlicas y de sodio, el estrés psicosocial, los habitos de
alimentacion inadecuados y la falta de actividad fisica. Es por esto que la prevencion y
control representan un reto para la salud publica del pais, debido a que constituyen un

conjunto de enfermedades que resultan de estilos de vida no saludables.**

La Organizacion Panamericana de la Salud estima que durante los proximos diez afos
ocurriran aproximadamente 20,7 millones de defunciones por ECV en América (31%), de las
cuales un 12% pueden ser atribuidas a la hipertension arterial (HTA). Actualmente cada afio
mueren alrededor de 17 millones de personas en el mundo por enfermedad cardiovascular,
se estima que cada cuatro segundos ocurre un evento coronario y cada cinco segundos un
evento vascular cerebral. Aproximadamente entre 1,5 a 5% de todos los hipertensos
mueren cada afio por causas directamente relacionadas a HTA. Por su parte, la cardiopatia
isquémica afecta a hombres de mediana y avanzada edad; su mortalidad es 20% mas alta

que en las mujeres, siendo los mayores de 65 afios los méas afectados.>*?

En México segun datos del Sistema Nacional de Encuestas de Salud, en el afio 2006, la
prevalencia nacional en poblacién adulta fue de 21% para obesidad, 27% para hipertension

arterial (figura 2), 30% para Sindrome Metabdlico y 35% para hipercolesterolemia.™

Respecto a los valores de HTA, muy pocos casos contaban con diagndstico previo. Lo que

resulta alarmante debido a la alta ocurrencia de las enfermedades. %!’
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Figura 2. Distribucion de la incidencia de HTA por entidad.

Entre 234y 26.8%
Entre 269 y 29.9%
Entre 30.0 y 32.4%
Entre 32.5 y 34.9%

Entre 35.0 y 42.3%

Los estados del sur presentan un menor porcentaje de HTA en comparacién con los estados del
centro y del noroeste. (ENSANUT, 2006)

3.2 Aterosclerosis

La aterosclerosis, compleja enfermedad crénica de la pared vascular, es la causa de la
mayor parte de episodios patologicos cardiovasculares, entre los que se incluye la ECC y
otras complicaciones clinicas de tipo vascular (infarto cerebral, enfermedad vascular

periférica, gangrena y pérdida de funcion de las extremidades)

El termino Arterioesclerosis es un término general que alude al engrosamiento y rigidez de
los vasos sanguineos de cualquier tamafio, y que se ven afectados en cualquiera de sus
capas. La palabra viene del griego aterio que significa arteria y sclerosis que significa

cicatriz o rigidez.!
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El término Aterosclerosis se define como una variedad de arterioesclerosis que afecta
primordialmente a arterias grandes e intermedias con dafio endotelial e inflamacion, que se
caracteriza por deposito de lipidos y proliferacion de tejido fibroso con capacidad de crear
obstruccion de la luz del vaso, ya sea por crecimiento de la placa o por ruptura y trombosis.
Es la complicacion mas frecuente de la asociacion de diabetes, hipertension arterial y
dislipidemia, con incremento exponencial cuando se asocia al tabaquismo®®. Las principales

diferencias entre ambos padecimientos se muestran en la tabla 3 ***°

Tabla 3. Comparacion y principales diferencias entre la arterioesclerosis y
aterosclerosis.

Factor Arterioesclerosis Aterosclerosis
Células inflamatorias ++++ I
Infiltracion lipidica ++++ I
Calcificacion F+++ +
Proliferacion de células de musculo liso (CML) - ++
Riesgo de muerte cardiovascular ++ 4+
Riesgo infarto de miocardio ++ 4+
Progresion hasta la obstruccién valvular ++++ -
Mecanismo de complicaciones clinicas Rigidez de las valvas  Inestabilidad de la placa

Los signos (+) representan la presencia del factor dentro de la enfermedad.

Aunque las lesiones aterosclerdticas pueden crecer lo suficiente como para provocar un
bloqueo del flujo sanguineo, la complicacion clinica mas importante se da debido a la
formacion de trombos que al liberarse resultan en infarto al miocardio. Las complicaciones
de aterosclerosis son la causa mas comun de muerte. La ruptura de la placa y trombosis
son el resultado de complicaciones agudas clinicas de infarto de miocardio y accidente

cerebrovascular.?

3.2.1 Inicio y progresion de las lesiones ateroscleroéticas
Las alteraciones del endotelio se consideran como un proceso causal en el desarrollo de
lesiones ateroscleroticas, ya que comprometen la capacidad de las células endoteliales

para regular su funcién y mantener la homeostasis de la pared vascular.

El aumento de estrés oxidativo es considerado un proceso relevante en la patogénesis de la
disfuncién endotelial y podria ser la via comin del efecto de factores de riesgo sobre el

endotelio®. El endotelio disfuncional promueve la proliferacién de células musculares lisas
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(CML), la deposicion o protedlisis de matriz extracelular (ECM), la inflamacién y la activacion

de plaquetas.

Las alteraciones del endotelio se consideran como un proceso causal en el desarrollo de
lesiones aterosclerdticas, ya que comprometen la capacidad de las células endoteliales

para regular su funcién y mantener la homeostasis de la pared vascular.

3.2.1.1 EIl Endotelio
El endotelio es uno de los dérganos mas grandes de nuestro cuerpo, ocupando una

superficie de mas de 150 m?, es el encargado de regular la fluidez intraluminal de la sangre
y la vasorreactividad y permeabilidad de la pared. El endotelio responde de una manera
inmediata a los cambios hemodinamicos provocados por la presion de la sangre, por la
presion tangencial de la pared arterial y por las fuerzas de cizalladura (shear rate) del flujo

de la circulacién sanguinea.?

Figura 3. Estructuray partes de la pared aortica en una persona sana.

Endotelio  intima Media

Células de

/ musculo

liso

I \ —— Adventicia

La pared arterial estd organizada en tres capas concéntricas, la intima, la media y la

adventicia. Estas dos Ultimas estan separadas por una malla compacta de elastina. La
intima es la capa interior que esta limitada por una monocapa de células endoteliales por el
lado laminar y por una capa de fibras elasticas por el lado periférico; esta compuesta
principalmente por coldgeno y proteoglicanos. La capa media estd compuesta por células de
musculo liso (CML), es la capa de mayor grosor cuya funcién consiste en mantener el tono
muscular y por ello tienen un citoesqueleto rico en miosina y actina. La adventicia es la capa
externa conformada por tejido conectivo con fibroblastos, CML y vasos de pequefio calibre,

gue pueden penetrar la capa media con el propdésito de aportar nutrientes y oxigeno a las
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capas internas arteriales (Figura 3). En una persona sana este grosor arterial denominado

grosor de la capa intima-media (GIM) es muy delgado (<0.5).?%%

Varios estudios prospectivos en individuos asintomaticos de més de 45 afios de edad han
demostrado de modo concluyente que el GIM carotideo es un factor de riesgo independiente
de la incidencia de ECC y accidente vascular cerebral.?*?

En un estadio normal el sistema vascular se encuentre recubierto por una monocapa de
células endoteliales (CE) que actia como barrera semipermeable al transporte e
intercambio de diferentes solutos, ademas tiene una funcion de inhibicion plaquetaria por
repulsion de cargas y por sintesis de PGl (Prostaciclina) y NO (Oxido nitrico) que inhiben la
accion de la trombina; la cual posee actividad mitdbgena para las CE, que aumentan la
permeabilidad vascular y a su vez, la trombina modula la actividad de metaloproteasas que

degradan la matriz facilitando la migracion celular.

Tabla 4. Sustancias liberadas por el endotelio

Vasoconstrictoras:
Angiotensina Il, endotelina, tromboxano, serotonina, trombina, etc.
Activadoras de CML:
PDGF, BFGF, endotelina, Ag Il
Proterogénicas  Protrombéticas:
Tromboxano, trombina, VWF
Proinflamatorias:
VCAM-1, ICAM-1, selectinas

Vasodilatadoras:
PG, histamina, bradicinina, serotonina, sustancia P
Inhibidores de las CML.:
NO, PGI2, bradicinina, TGF-$
Antitrombéticas:
Trombomodulina, TFPI, tPA, pAl-I
Antiinflamatorias:
NO
Mediante un equilibrio entre la sintesis y liberacion de una serie de agentes pro y antiaterogénicos el
endotelio es capaz de proteger la integridad arterial. (adaptado de Badimon et al., 2002)%
PDGF, factor de crecimiento derivado de plaquetas; fFGF, factor de crecimiento de fibroblastos; Ag
| SFGF SFGF |, angiotensina Il; VWF, Factor de von Willebrand; VCAM, molécula-1 de adhesién
vascular; ICAM, molécula -1 de adhesion intercelular; PG, proteoglicano; NO, oxido nitrico; PGl,,
prostaciclina; TGF- g, factor de crecimiento transformante beta; TFPI, factor inhibidor tisular; tPA,
activador del plasmindgeno tisular; pAl-1, inhibidor del activador de plasminogeno.

Antiaterogénicas
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Asi mismo el endotelio lleva a cabo distintos procesos homeostaticos que incluyen la
regulacién de permeabilidad vascular a lipoproteinas plasméticas, expresion de proteinas de
adhesion, reclutamiento de leucocitos, liberacion de sustancias con accion pro y pre-
trombdtica, factores de crecimiento; y regula el tono vascular mediante la produccién de
moléculas vasodilatadoras como el NO y la PGl,, y de sustancias vasoconstrictoras como la
endotelina 1y la Angiotensina Il (Agll), como se resume en la tabla 4.%” EI NO que sintetizan
las CE provoca una vasodilatacion arterial, previene la expresion de proteinas de adhesion
como molécula-1 de adhesion intercelular (ICAM-1) y molécula-1 de adhesién vascular
(VCAM-1) que ademas evita la adhesion e infiltracion leucocitaria, tiene accion
antiproliferativa de CML y regula la expresion de factores de transcripcién, como el factor

nuclear de transcripcién NFxB.?

3.2.2 Disfuncion endotelial
El primer evento de aterogénesis es la lesion vascular endotelial (Figura 4) producida por
factores de riesgo ya mencionados. Se le denomina disfuncion endotelial a cualquier
alteracion de la fisiologia del endotelio, como el desequilibrio entre la produccion y liberaciéon

de agentes vasodilatadores y vasoconstrictores. 2% 3% 3

Los sitios de lesion se determinan debido a diferencias dinamicas en flujo sanguineo
aplicadas sobre las células endoteliales, ya que el continlo desgaste por una presion
arterial elevada, turbulencias en flujo sanguineo, estrés oxidativo y otros factores de riesgo

ya mencionados aceleran la disfuncién endotelial. #’

Los factores de riesgo que generalmente provocan la disfuncién endotelial son: niveles altos
de lipoproteinas de baja densidad oxidadas (LDLoXx) y especies reactivas de oxigeno (ROS),
variaciones genéticas, concentraciones elevadas de homocisteina, microorganismos
infecciosos como el virus del herpes o Chlamydia pneumoniae, shear stress o procesos

inflamatorios crénicos.
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Figura 4. Disfuncion endotelial

Infiltracion de lipidos (LDL)

Sobreexpresion de
moleculas de adhesion
(VCAM-1, ICAM-1)
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<+ Formacion de ROS

w \J : 3 s Aumento de

permeabilidad endotelial

Adhesion y retencion de
leucocitos

El dafo endotelial resulta de la exposicion a factores de riesgo y lleva a la presencia de ROS,
aumento en expresion de moléculas de adhesion e incremento de la permeabilidad. En
consecuencia los leucocitos invaden la pared celular y las LDL se infiltran dentro de la pared.
LDL, lipoproteina de baja densidad; VCAM, molécula-1 de adhesion vascular; ICAM, molécula-1
de adhesion intercelular.**

Se ha comprobado que una persona que cursa una dislipidemia tiene un déficit intracelular
de L-Arginina causante de una menor produccion de NO, del mismo modo un aumento de
ROS reduce la biodisponibilidad de NO. La pérdida de produccién de NO por las CE es
indicador de disfuncion endotelial ya que el NO funciona como un factor ateroprotector
regulando muchos aspectos de la homeostasis vascular, incluyendo la presién y flujo
sanguineo, la contraccion muscular, inflamacion, activaciéon de plaguetas, por lo que es

conocido como un factor ateroprotector.?’

Ademas de intervenir en la disfuncién endotelial, un exceso de ROS contribuye a la
generacion de LDL que se han denominado minimamente modificadas (LDLmm), que
representan un grado de oxidacion relativamente bajo, son capaces de activar al endotelio y
poseen mayor capacidad que las LDL nativas de inducir la adhesién de leucocitos. Varios
sistemas enzimaticos, como la mieloperoxidasa y las lipooxigenasas, muy activos en

macroéfagos, se han implicado en la oxidacion de las LDL. La oxidacion de las LDL puede
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ser potenciada por otros procesos patolégicos subyacentes como la diabetes, debido a que
las concentraciones elevadas de glucosa promueven la glucosilacién y aceleran la

oxidacion.

Estas LDLmm o LDLox son citotoxicas para las células endoteliales, inhiben la respuesta
vasodilatadora por NO, favorecen la agregacion plaquetaria y alteran la produccién de
radicales libres. Igualmente, concentraciones elevadas de LDL nativas inducen una
regulaciéon a la baja de eNOS (Oxido nitrico sintasa) alterando la propiedad contréctil del
endotelio, afectan propiedades antitrombéticas del endotelio vascular, activan vias de
sefalizacion proinflamatorias, aumenta la adhesion por integrinas y selectinas, y liberan
compuestos quimiotacticos como el receptor de quimiocinas tipo 2 (CCR2 o CD192), e

interleucina 8 (IL-8) que son proinflamatorios. *

3.2.3 Inicio de lesion - Formacion de la estria grasa
Como ya se menciond anteriormente, el inicio de la enfermedad tiene preferencia por las
zonas donde hay cambios en la velocidad y turbulencia sanguinea, generalmente en las
curvaturas y bifurcaciones de los vasos donde se dan estas diferencias mecanicas
provocando asi una disfuncion endotelial. Uno de los episodios mas tempranos en la
formacion de lesiones ateroscleroticas es la adhesion de monocitos circulantes al endotelio

y su migracion a la intima.

Aunque las plaquetas tienen una funcién mas significativa en procesos mas tardios de la
formacion de la placa, estas se adhieren al endotelio disfuncional exponiendo en su
superficie multiples factores inflamatorios, proteasas y sustancias vasoactivas, que
promueven disfuncién endotelial e inflamacién®. Esto conduce al reclutamiento de mas

neutréfilos y monocitos al area.®*

En un estadio de desbalance lipidico hay un aumento de receptores tipo Toll (TLR) y un
incremento de la expresion génica de moléculas de adhesiéon. Al mismo tiempo un estado
de hiperlipidemia desencadena una neutrofilia por estimulacion de granulopoyesis, que
implica elevados niveles de células plasmaticas (macrofagos, neutréfilos y CE) expresando
guimiocinas atrayentes de células blancas como la familia de receptores de quimiocinas
CXC: CXCL1, CCL2, CX3CL1, entre muchas otras. *>*°
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De esta manera se da el inicio de migracién de células inflamatorias y de lipidos,
principalmente LDL, que atraviesan el endotelio y son retenidos por proteoglicanos (PGS)
debido a la interaccion electrostatica de la carga negativa de los PGs y la positiva de la apo
B (Figura 5). ® Las LDL acumuladas en el espacio subendotelial se modifican por procesos

de oxidacion, lipdlisis y/o agregacion. *

Ciertos factores de riesgo, como la HTA o la hiperlipidemia, favorecen la penetracién y la
retencion de LDL en la intima por (PG) y glucosaminoglicanos, lo que favorece la retencion
de las LDL en la intima y contribuye al ataque de diversas enzimas que modifican y oxidan a

las LDL y aumentan su aterogenicidad. *%’

Figura 5. Interaccién entre PGs y el LRP1

o )IRP1

CMLV

Mecanismo de la internalizacion de LDLag por CMLV a la regién subendotelial, por medio de la
interaccién entre PGs y el LRP1. *
LDLag, Lipoproteina de baja densidad agregada; LRP1, proteina 1 relacionada con el receptor de
lipoproteinas de baja densidad; PG, proteoglicano; CMLV, célula musculo liso vascular

Las LDLox ya completamente modificadas y otros factores proinflamatorios (INF-y., TNF-a)
liberados por los linfocitos T, CE y CML, activan la transcripcion de los genes responsables
de la sintesis de factores quimiotacticos para monocitos y CML, como MCP-1 y M-CSF
mediante la induccion del factor NFxB. Este factor también aumenta la sintesis y liberacion
de interleucinas 1, 2y 6 (IL-1, IL-2 e IL-6) perpetuando el proceso de acumulacién celular en

el espacio subendotelial.** (Figura 6)
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Figura 6. Formacion de la estria grasa
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Las plaquetas se agregan a la capa endotelial dafiada y degranulan. Una vez dentro de la
pared arterial las LDL empiezan a modificarse y es endocitada por macréfagos, los cuales
posteriormente se transformaran a células espumosas.

Los leucocitos atraviesan el endotelio por diapédesis y una vez dentro de la intima los
leucocitos maduran; los monocitos maduran a macréfagos y los linfocitos T maduran y
liberan ciertas citocinas quimioatrayentes, como el ligando CCL2 también conocido como
MCP-1 que estabiliza el gradientes de quimiocinas para la migracion y retencion de

macréfagos y asi amplificar la respuesta inflamatoria.

Las LDLag y LDLox son captadas avidamente por macréfagos y por distintos receptores
mediante endocitosis. Estos receptores pueden ser receptores Scavenger, TLRs, el receptor
de LDL, la proteina 1 relacionada con el receptor de lipoproteinas de baja densidad (LRP1)
y el receptor VLDL®*. El LRP1 altamente expresado en las CML de la pared vascular no solo
reconoce LDLag y LDLox para transportarlas al espacio subendotelial, sino también células
dafiadas o0 en apoptosis, plaquetas activadas, productos terminales de glicosilacion
avanzada, cada uno de los cuales, después de unirse a dicho receptor provoca la
endocitosis y activacion de CML, la cual expresa mayor cantidad de receptores.*’ Puesto
gue el LRP1 esta altamente expresado en CML y en macréfagos; y no es un proceso

regulado por las concentraciones intracelulares de colesterol, puede considerarse un
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mecanismo de alta capacidad/baja especificidad que permite la captacion de gran cantidad
de LDLag.* Este mecanismo produce una sobreacumulacion de colesterol en los
macréfagos y CML. Este colesterol libre es citotoxico, por lo que las células lo reesterifican
lo almacenan, junto con triglicéridos y fosfolipidos en el interior de vacuolas.* Sin embargo,
la capacidad de las células de acumular el colesterol es limitada. La formacion de centros
necréticos en las placas aterosclerdticas se atribuye precisamente a la lisis de células
espumosas que han saturado su capacidad de neutralizar el colesterol libre por esta via.*®

La perpetuacion de este proceso deriva en acumulos focales de células espumosas que se
observan en la superficie de la intima, incluso en la infancia, y se denominan estrias
grasas.’® A la formacién de esta estria grasa se le considera como el comienzo de una

lesion ateroscleratica.

Las estrias grasas son pequeias lesiones ligeramente elevadas causadas por la
acumulacion de macrofagos de células espumosas en la intima. En condiciones
homeostaticas los macrofagos son capaces de eliminar el acimulo excesivo de lipidos. Las
lipoproteinas de alta densidad (HDL) tienen un papel primordial en este proceso de
regresion de lesion, ya que se encargan del transporte reverso de los lipidos desde la pared
vascular hasta el higado, dandole flujo al colesterol acumulado. También se les atribuyen
otras funciones protectoras frente a la aterosclerosis, como su efecto antioxidante protector
contra la oxidacion, reduccion de la expresion de moléculas de adhesion, y aumento de la

capacidad fibrinolitica enddgena.

La formacién de estria grasa no es clinicamente importante debido a su naturaleza
reversible, pero son los precursores de lesiones mucho mas avanzadas que se caracterizan

principalmente por la acumulacién de lipidos.

3.2.4 Inflamacion
La aparicién de placas de ateroma representa el estadio intermedio entre la aparicion de la
estria grasa y la constitucion de la placa vulnerable. Mientras la lesién incrementa en
tamafio y complejidad, la respuesta inflamatoria y la acumulacion de macrofagos vy lipidos;
ademas de la proliferacion y migracién de las CML seran los dos factores condicionantes

para la progresién de las lesiones.
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Mientras la estria grasa se torna mas compleja convirtiéendose en placa aterosclerética, se
desarrolla una capa fibrosa que forma una capa protectora entre la lesion y el lumen. En
este proceso las CML migran de la media a la intima en donde proliferan y establecen una
capa de matriz extracelular. Durante este proceso, las CML experimentan un cambio
fenotipico, de forma que dejan de ejercer una funcién principal en la contractibilidad celular
manteniendo la tonalidad del vaso, para adquirir fenotipo sintético que les confiere actividad
funcional (migracién, division, sintesis de proteinas de la matriz extracelular: colageno,
proteoglicanos y elastina, que formaran la capa fibrosa de la placa). La complejidad de estas
capas puede aumentar debido a la presencia de calcificaciones y ulceraciones en la
superficie luminal; asi como hemorragias de pequefios vasos sanguineos dentro de la lesion
arterial. Las placas ateroscleréticas estables se caracterizan por un nucleo lipidico necroético
recubierto por una gruesa capa fibrosa rica en CML. Las lesiones se expanden por los

laterales mediante la continua adhesion de leucocitos. ! 2°

Figura 7. Placa estable
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La liberacion de citocinas y factores de crecimiento conllevan al reclutamiento de células
inflamatorias, activacion de células T y migracion vy proliferacion de CML. La migracion y
proliferacion de estas células conlleva a la formacion de la capa fibrosa. La apoptosis de las células
espumosas provoca la formacién del nacleo necrético y en adicion, la acumulacion de otros
macroéfagos y células activadas continua.
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La capa fibrosa es estimulada por factores de crecimiento y citocinas, incluyendo el PDGF,
FGF-2 y el TGF-p liberado de la degranulacién plaquetaria, células endoteliales,
macroéfagos, células espumosas y CMLV. Ademas, la degradacion de la matriz extracelular
y el contacto célula-célula mediado por proteasas, incluyendo MMPs, permite la migracion
de CMLV de la media a la intima.** (Figura 7)

El estado inflamatorio de la lesion sumado a la cantidad de lipidos provoca la muerte de las
células espumosas, esto lleva la formacion de un gran nucleo necrético caracteristico de
una lesion avanzada. La muerte de las células espumosas saturadas de lipidos liberan al
intersticio su contenido en LDLox, radicales libres y otros materiales altamente toxicos para
el endotelio, ademas de componentes intracelulares que funcionan como alarminas. Las
LDLox y principalmente el PDGF activan las CML de la capa media que secretan IL-1, TNF-
a y TGF-B estimulando la sintesis de PDGF y EGF.” Ademas los macréfagos que liberan
su contenido intracelular, y los linfocitos T ya activados; aumentan su capacidad de
oxidacion de lipoproteinas y la secrecion de factores de crecimiento y citocinas inflamatorias
tales como: MCP-1, M-CSF, IL-1, TNF, IFN-y. Estas citocinas estimulan la expresion en las
CE y CML de factores de crecimiento (BFGF, PDGF) y muchas otras citocinas originandose
un circulo vicioso que prolonga los procesos aterogénicos descritos anteriormente. Al mismo
tiempo las células espumosas liberan factores de crecimiento y citocinas, que se encuentran
involucrados en la progresion de la lesion, asi como en la liberacion de metaloproteinasas

gue estimulan la degradacion de la matriz.

El PDGF y otros agentes como la trombina y la Ag Il, promueven la proliferacion de las CML
que degradan la matriz extracelular facilitando a su vez su propia migracién.®’ El proceso de
inflamacion continua a la par del desarrollo de la placa aterosclerética y media un sin fin de
citocinas proinflamatorias, entre las que destacan: IFN-y, TNF-q, IL -1, IL-2, e IL-8. También
es importante mencionar que algunas citocinas, como la IL-10 y el TGF-f son

ateroprotectoras por la induccion de células T reg. **

3.2.5 Ruptura de placa y formacion de trombos
Después de la formacién de la placa, su continua exposicion al microambiente inflamatorio
crea un circulo vicioso que retroalimenta el crecimiento de la placa con un aumento de la

guimiotaxis para monocitos, induciendo mayor acumulacion lipidica, necrosis del nucleo y
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evolucionando la lesién hacia una aterosclerosis avanzada. El crecimiento de la placa
también depende de los continuos episodios de ruptura y sus posteriores reparaciones, ya
gue estas generan un trombo que al organizarse para reparar la fractura incrementan el

volumen total de la placa.?” **

La placa aterosclerdtica puede causar complicaciones como consecuencia de su tamafo,
reduciendo el didmetro de lumen vascular y el flujo sanguineo, o por su tendencia a la
erosion y/o ruptura®, como se observa en la figura 8. La misma formacién de la placa puede
incluso producir dafio en las arterias, resultando en el adelgazamiento y debilidad de la
pared arterial y la posible formacion de aneurisma y hemorragias, sin embargo cuando hay
rompimiento de la placa se expone su contenido a la sangre lo cual provoca la

degranulacién plaquetaria y la expresion de proteinas de adhesion plaquetaria.

Figura 8. Placa Inestable

Adelgazamiento de la capa
fibrosa: apoptosis de CMLV
y degradacion de matriz

Ruptura de capa fibrosa

Hemorragia de intra-placa

Formacion de trombo

Hay un adelgazamiento de la capa fibrosa como resultado de la muerte celular y la degradacién de
matriz extracelular. Ocurre hemorragia intra-plaquetaria. Ambos factores hacen que la placa sea
mas inestable y propensa a la ruptura.™

La composicién de la placa, mas que el porcentaje de estenosis que provoca, es el factor

critico que determina el riesgo de rotura y trombogenicidad. Una placa rica en lipidos (=del
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40%), una capa fibrosa delgada y un estado proinflamatorio son caracteristicas de una placa
con tendencia a la ruptura.*®?®

La exposicion de matriz extracelular al torrente sanguineo induce una rapida adhesion,
activacion y extension plaquetaria sobre la superficie lesionada y posterior agregacion con
otras plaquetas para formar un tapén plaquetario o trombo blanco. Finalmente, las plaquetas

agregadas reclutan otras células de la sangre (eritrocitos, monocitos, neutréfilos) formando
un trombo mixto. % (Figura 9)

Figura 9. Formacién de trombo

Trombo intraluminal

Ruptura de capa fibrosa

Trombo intra-placa

La ruptura de la capa fibrosa y/o la erosion de la superficie luminal promueven la formacién del
trombo, el cual puede ser oclusivo. **

La ruptura de una placa aterosclerética en las arterias coronarias, con la consiguiente

formacion de un trombo, es fundamental para el desarrollo de los sindromes isquémicos,
infartos de miocardio etc. *?
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3.3 Grosor intima-media arterial

Las primeras manifestaciones clinicas de enfermedad coronaria, vascular cerebral o arterial
periférica frecuentemente aparecen en un estadio avanzado de la patologia aterosclerotica.
Los cambios en la pared arterial progresan lentamente en un largo periodo subclinico que

se caracteriza por dafio endotelial y engrosamiento difuso de la intima arterial. 2>%*

La determinacion del espesor o grosor intima-media carotideo (GIM) es un método
diagnéstico seguro, no invasivo y de costo accesible, para evaluar la sobrecarga lipidica de
la pared arterial. El GIM ha mostrado asociacion con los factores de riesgo cardiovasculares

y con la prevalencia de enfermedad cardiovascular.?

El valor de GIM determina la presencia o desarrollo de placa aterosclerética y como ya se
hizo mencidén anteriormente, el GIM en una persona sana tiene valores menores <0.5,
mientras que valores entre 0,8 y 1,0 se consideran de engrosamiento; y valores mayores a
0.12 se les denomina ateroma.*’ Un valor elevado es considerado como un factor de riesgo
para complicaciones clinica aterosclerdticas. La medicion se realiza mediante una ecografia

de las arterias carotideas como se muestra en la figura 10.

Figura 10. Ecografia arterial
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Corte longitudinal de la arteria carétida comun, donde se visualizan 2 lineas ecogénicas y un espacio
ecolucido.

32



Antecedentes

4. Antecedentes

4.1 El LRP1 y su papel en la aterogénesis

Cuando el LRP1 es expresado en CML, hepatocitos y/o macréfagos*® su unién con apo E
provoca un flujo de colesterol asi como mayor supervivencia celular.* *° La interaccién de
apo E con el LRP1 expresado en macrofagos limita la respuesta inflamatoria de las lesiones
debido a la prevencion de la activacion del NF-kf.*® °* Ademas algunos ensayos en ratones
con deplecion del gen LRP1 (knock-out LRP1) demostraron un incremento en la progresion
de las lesiones, lo cual sugiere un efecto ateroprotector del LRP1 al inicio de la
aterogeénesis, ya que esta deficiencia genética provoca una excesiva acumulacion y
apoptosis de macrofagos en la intima, disminucion de eferocitosis, aumento de necrosis y
un aumento de la sefializacién por CCR2.** Por otro lado, la ausencia de la expresién del
gen LRP1 resulta en una mayor proliferacion de CML, una expresion deficiente de proteinas
contractiles, presencia de hiperplasia en pared aortica y un aumento en el deterioro de la

contractilidad vascular.>® 5% 54

La modulacion de la respuesta inflamatoria por LRP1 juega un papel importante en la
aterogénesis, enfermedad neurodegenerativa y potencialmente en la fibrosis de 6érganos.
Esta regulacion inflamatoria es por accion en vias de sefializacion, secrecidon de citocinas

por células inflamatorias y de migracién celular, asi como su contribucion fagocitica.

Como ya se menciond existen ciertos factores que inducen la expresion del receptor LRP1,
como es la disfuncion endotelial, hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia, asi como la
prolongacion del estado inflamatorio y de hipoxia en la lesién.***® Ademas ciertos factores
como la HTA, Diabetes Mellitus o dislipidemias promueven la lesion vascular y la produccion
endotelial de factores vasoconstrictores aterogénicos; especificamente, Ag Il y endotelina-1,

que también inducen incremento en la expresién de LRP1.>’

La Ag Il es una hormona vasoactiva primaria en el sistema renina-angiotensina que inicia la
respuesta celular por activacién de los receptores de angiotensina tipo 1 (AT1) y tipo 2
(AT2). Un aumento en valores angiotensina Il provoca disfuncién endotelial e induccion en
la expresion de la molécula de adhesién VCAM-1, favoreciendo la adhesion de monocitos a

las células endoteliales y manteniendo un estimulo inflamatorio crénico, con lo que
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contribuye a la formacion de las lesiones ateroscleréticas. La inhibicion de los efectos de la
Agll parece afectar no solo a la progresion de la lesion aterosclerdtica y la vulnerabilidad de

la placa, sino también a los mecanismos desencadenantes del indicio de la enfermedad °’.

En lesiones aterosclerosas de humanos y animales, el LRP1 est4 sobreexpresado en placas
avanzadas ricas en lipidos. Esta caracteristica ademds sumada a la presencia de
dislipidemia y otros factores antes mencionados, hacen que el papel desempefiado del
LRP1 sea aterogénico, debido a la sobreacumulacion lipidica dentro de la intima provocada

por la falta de regulacién de este proceso.

Este exceso de internalizacion de LDLag por LRP1 contribuye a: 1) La transformacion
protrombdética de la formacion de CML por incremento del factor tisular (FT) 2) Migracion y
cambio de tipo por remodelacion de CML. En la figura 11 se puede observar la preferencia
de internalizacién de LDLag sobre LDLn. 8

Figura 11. Colonizacion de LRP1 sobre CML.

En esta fotografia de microscopia confocal se puede observar la colonizacion de LRP1 sobre CML
en color verde. A) se observa una mayor poblacion de LDLag (rojo) unidas a LRP1 que resultan en
una coloracién amarilla. B) En contraste se observan LDLn en rojo que no colocalizan a LRP1.%°

4.2 LRP1

El LRP1 por sus siglas en inglés “Low density lipoprotein receptor-related protein” codifica
para un receptor de membrana endocitico, multifuncional, de 600 KDa que pertence a la
familia de los receptores de LDL, esta expresado en CMLV y participa en multiples procesos
celulares, incluyendo sefializaciéon intracelular, homeostasis de lipidos y aclaramiento de

células apoptoticas, ademas, la proteina codificada es necesaria para el aclaramiento de
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alfa-2 macroglobulina (a2M) mediada de la proteina precursora secretada y beta-amiloide,
principal componente de placas amiloides encontradas en pacientes con Alzheimer. La

expresion de este gen se ve disminuida con la edad y en pacientes con Alzheimer.®

Tabla 5. Ligandos mas importantes de LRP1

Proteinas relacionadas al metabolismo de lipidos

Apo E (quilomicrones y remanentes de VLDL) Lipoproteina lipasa
B-VLDL Lipasa Hepatica
Proteina activadora de esfingolipidos (SAP)

Proteasas y complejos inhibidor/proteasa

oMy complejo proteasa o;M Pro-uPA, uPA

Complejo proteina-proteasa de zona de embarazo tPA

Aprotinina Complejo Trombina/PAI-1

Complejo uPA/PAI-1 Trombina/Cofactor Heparina Il

Complejo tPA/PAI-1 Neuroserpina

Trombina/Antitrombina lll Elastasa/al-anti-tripsina

Trombina/Proteasa nexin-1 Proteasas/Inhibidor Proteina C

Inhibidor C1s/C1q TFPI

MMP-9, 2y 13 fVIl/iVilla

Complejo TSP-2/MMP-2 fXla/proteasa nexina -1

Factor VIla/TFPI TFPI Precursor B-amiloide

Factor IXa Cofactor de heparina Il
Proteinas de matriz

Trombospondina-1 Trombospondina-2

Fibronectina
Proteinas intracelulares

RAP Proteina Tat-VIH
Calreticulina

Factores de Crecimiento
PDGF Midcina
Factor de crecimiento de tejido conectivo Factor de crecimiento transformante-f3
(CTGF/CCN2)

Otros

Proteina de circumsporozoite Gentaminicina
Lactoferrina Polimicina
Ricina A Pseudomonas exotoxina A
Saposina C3 de Complemento
Rhinovirus Collectinas (Via calreticulina)
AP péptido

aM, alfa-2-macroglobulina; uPA, activador del plasmindgeno; tPA, activador de plasmindgeno
tisular; PAI-1, inhibidor del activador del plasmindgeno tisular-1; TSP, trombospondina; MMP,
metaloproteinasas de matriz; RAP, receptor de proteina asociada. >* %% 3
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Ligandos y otras funciones

El receptor LRP1 interacciona con al menos 30 ligandos diferentes que representan varios
grupos de familias como se observa en la tabla 5. El LRP1 esta expresado en mdltiples
tejidos y érganos, tiene funcion endocitica y de regularizacion de sefiales. Esta expresado
abundantemente en hepatocitos y macrofagos residentes (Células de Kupffer). Aqui el LRP1
reconoce una gran variedad de moléculas en circulacion incluyendo complejos de inhibicion
de proteinasas, factores de coagulacién activados y remanentes de quilomicrones; y media

su degradacién intracelular por endocitosis." *

Con el paso del tiempo se han encontrado nuevas funciones de este receptor, un ejemplo
se encuentra en pulmones; aqui el LRP1 junto con la calreticulina, regulan la respuesta
inflamatoria y activan la respuesta fagocitica alveolar.”® Este sistema LRP1/Calreticulina
esta relacionado con el aclaramiento de células apoptoticas, homeostasis de tejidos y en la
resolucién de procesos inflamatorios.®® En células vasculares el LRP1 modula la
proliferacién y migracién celular.®® En células tumorales el LRP1 tiene la capacidad de
modular la invasion celular debido a la unién de metaloproteinasas, y la inhibicion de la

expresion del LRP1 en células hepaticas también promueve la proliferacién y migracion.®*

Localizacion y estructura

El receptor LRP1 también es conocido como: CD91, receptor tipo V TGF-beta (TGFBR-V),
receptor de apo E o receptor de alfa-2-macroglobulina (a2MR). Es una glicoproteina
transmembranal de superficie celular perteneciente a la familia de genes de los receptores
endociticos de LDL. El LRP1 tiene 5 unidades estructurales en comun con los otros
miembros de su familia, estos son: a) Repeticiones de union a ligando tipo cisteina. b)
Repeticiones ricas en cisteina tipo receptores de crecimiento epidérmico (EGF). ¢) Dominios
YWTD. d) Al menos un segmento de union a membrana e) Una cola citoplasmica que

alberga entre uno y tres motivos NPxY.

El gen del LRP1 es polimorfico, se localiza en el cromosoma 12 con las coordenadas
citogenéticas: 12q13-ql14, su posicion se encuentra en: 57,522,282 — 57,607,124 (84,861) y
se encuentra en orientacién positiva, es uno de los receptores humanos mas grandes (600
KDa), lo cual estructuralmente hace posible la unién a multiples ligandos; su cDNA esta

compuesto por 14896 pb que abarcan 89 exones.®® (Figura 12)
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Figura 12. Localizacién y estructura del receptor LRP1
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oM, alfa-2-macroglobulina; uPA, activador del plasmindgeno; tPA, activador de plasmindgeno
tisular; PAI-1, inhibidor del activador del plasmindgeno tisular-1; LPL, lipoproteina lipasa; TFPI,
inhibidor del factor tisular. >*

Polimorfismos
El gen tiene al menos 1949 SNP reportados, varios de ellos han sido estudiados en
patologias como Sindrome de Alzheimer ®’, cancer de seno °, regeneracién neuronal *® e

incluso alergias alimentarias.®® Sin embargo, pocos estudios se han realizado respecto a la

relacion con aterosclerosis.® "

Otros estudios previos han estudiado la asociacion de SNP del gen LRP1 con ECV en

72, 73, 74, 75

poblaciones caucésicas sin embargo, estos estudios han presentado resultados
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contradictorios entre si. Estos y otros trabajos publicados sobre la implicacion de los SNP
del LRP1 en enfermedades complejas se resumen en el trabajo de Glaser et al.”®
Recientemente *°, en un amplio estudio de SNP de genes relacionados en la eficacia de las
estatinas en la disminucion del colesterol, hallaron que un SNP del intron 2 (rs715948) se
asociaba con una disminucion de infarto de miocardio, sin embargo estos resultados
publicados son contradictorios con respecto a otros ’’. Poco se ha hecho para determinar la
influencia de los SNP de este gen con la incidencia de la ECV "® y no hay estudio alguno en

poblacion mexicana.

De acuerdo al numero del alelo menos frecuente (MAF) para distinguir SNP y su asociacion
con enfermedades similares a la HTA se seleccionaron los SNP enlistados en la tabla 6.
Tres SNP se encuentran en zona intronica: rs11172113 entre los exones 1y 2, rs1466535
entre los exones 2 y 3, y rs1800164 entre los exones 83 y 84; y dos SNP son sinGnimos,
rs1800194 y rs1140648 de los exones 22 y 62 respectivamente.

Tabla 6. SNP seleccionados

== Camb[o_de Resultado Alelo Localizacion MAF
nucledtido ancestral
rs11172113 C>T Mutacion silenciosa C Intrénica . 39
57527283 pb -
rs1466535 A>G Mutacion silenciosa C Intrénica .5 575
57534470 pb
rs1800194 TGC>TGT C Exon 22 :
Cys > Cys 57567762 pb T:0.406
rs1140648 ACA > ACG G Exon 62 :
Thr > Thr 57593101 pb G:0.458
rs1800164 A>G Mutacion silenciosa A Intrénica — ~.5 494

57604802 pb
SNP, Polimorfismo de un solo nucleétido; C, Citosina; T, Timina; A, Adenina; G, Guanina; Cys,
Cisteina; Thr, Treonina; pb, pares de bases; MAF, alelo menos frecuente
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5. Justificacion

Los accidentes cardiovasculares (ECV) son causa de casi 40% de todas las defunciones en
los paises mas desarrollados. Ademas, la Organizacién Mundial de la Salud prevé que para
el afo 2020 las enfermedades cardiovasculares seran la principal causa de defuncion y
discapacidad en todo el mundo.

La Hipertension Arterial (HTA) es un factor de riesgo para el desarrollo de EAC; su
prevalencia en la poblacion mundial es muy alta y se sabe que la mayoria de los afectados
desconoce su enfermedad. Ademas, de los pacientes que se conocen hipertensos, solo el
19.2% se encuentran controlados. Por otro lado, la hipertension en nuestra poblacion afecta
no solo al adulto mayor, sino también a la poblacién de menor edad, como lo reporta una
reciente encuesta nacional, donde el 75% de los pacientes hipertensos son menores de 54

anos.

Los factores de riesgo cardiovascular tales como HTA, dislipidemias, tabaquismo, diabetes
mellitus, infecciones, hiperhomocisteinemia entre otros; provocan respuestas anormales del
endotelio. Consecuentemente, la proliferacion de células de musculo liso (CML), la
vasoconstriccion, la actividad trombética y la adhesion de las células sanguineas son

fendmenos predominantes para el desarrollo de la enfermedad.

A partir del momento en que el endotelio presenta alteraciones en su funcionalidad, se
produce la entrada de monocitos, lipidos plasmaticos y proteinas dentro de la pared arterial,
asi como la activacion de fendmenos inflamatorios que dan lugar a la formacién de la estria
grasa, primer paso de la formacion de la placa ateroscleroética, en donde el receptor LRP1
tiene un importante papel ya que ademas de estar altamente expresado en CML se

encuentra intimamente relacionado en el inicio y desarrollo de la placa de ateroma.

El gen del LRP1 humano es polimérfico, se localiza en el cromosoma 12, estd compuesto
de 90 kb y comprende 89 exones. Sin embargo, poco se ha hecho para determinar la
influencia de los SNP con la incidencia de la EAC solo se han estudiado algunos SNP
relacionados con la enfermedad de Alzheimer. EI LRP1 une distintos ligandos que incluyen
lactoferrina, trombospondina, distintas lipoproteinas plasmaticas tales como VLDL,

complejos de lipoproteinas ricas en triglicéridos y lipidos; y por esta razén se han realizado
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diferentes estudios clinicos de sus variantes gendmicas y su papel en el desarrollo de
enfermedades degenerativas como la aterosclerosis o la enfermedad de Alzheimer

Por lo anterior, el estudio de las variantes genéticas del LRP1 y su relacion con la

hipertensién arterial como factor pro-aterogénico servira para determinar la importancia que
tiene este receptor con la ECV en poblacion mexicana.
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6. Hipotesis

Si el receptor LRP1 modula la respuesta inflamatoria asociada con el GIM, dislipidemias e
HTA,; entonces se espera encontrar diferencias en estos parametros clinicos, asi como en

las frecuencias alélicas y genotipicas del receptor LRP1 en pacientes con HTA con respecto
a sujetos sin HTA.

1]
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7. Objetivos

7.1 Objetivo general:

Determinar si los polimorfismos del gen LRP1 participan en la modulacién del riesgo
primario de HTA.

7.2 Objetivos especificos:

1. Determinar si los SNP del gen LRP1 se relacionan con el engrosamiento de la pared
arterial, como factores de riesgo en aterosclerosis.

2. Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas de los SNP estudiados para el
LRP1 en individuos con diagnostico de HTA y en individuos no hipertensos.

3. Realizar el mapa de haplotipos correspondiente a los SNP seleccionados.

4. Determinar la asociacion de SNP del gen LRP1 con las caracteristicas clinicas en
ambos grupos de estudio

5. Comparar las frecuencias alélicas y genotipicas de la poblacion mexicana nuestra

con otras poblaciones del mundo.
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8. Diseno Experimental

8.1 Poblacion de estudio

El estudio se llevé a cabo con 115 individuos adultos, 59 de ellos fueron pacientes de la
consulta externa del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez” (INC) con
diagnostico de HTA,; y 56 individuos normotensos como grupo control. En todos los casos
los sujetos con HTA fueron valorados previamente por estudios e historial clinico. El grupo
control fue conformado en su mayoria por el personal administrativo del INC, asi como por
compareros de los investigadores. Se excluyeron a todos los sujetos que tenian alguna
relacion familiar. La seleccion de ambas poblaciones se encuentra pareada por edad y sexo.
Se consider6 como sujetos de nacionalidad mexicana a aquellos con al menos 2

generaciones anteriores de origen mexicano.

Los criterios de inclusion y exclusion para ambos grupos fueron los siguientes:

e Grupo de pacientes con HTA: Niveles de presion arterial (>140/90 mmHg), no estar bajo
tratamiento de medicamentos hipolipemiantes, no padecer ninguna enfermedad cronico-
degenerativa, ser mexicano de nacimiento, estar informados y de acuerdo con el tipo de
estudio a realizar con firma de carta de consentimiento.

e Grupo de control (normotensos): Niveles de presion arterial < 80/120 mmHg, sin
diagndstico de EAC, sin antecedentes clinicos de enfermedad cardiovascular confirmado
por especialistas del INC, sin diagnostico de diabetes tipo 1 ni 2, no padecer ninguna
enfermedad cronico-degenerativa, ser mexicano de nacimiento, estar informados y de

acuerdo sobre el estudio a realizar con firma de carta de consentimiento.

Tamano de la muestra
Para el calculo de casos y controles se tomo en cuenta el método de Rosner. Se desconoce
la posibilidad de que la expresion de LRP1 sea al menos 2.5 veces mas que la observada

en la poblacién general.
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Calculo del tamaiio de la muestra
Para célculo de proporciones en muestras independientes, con un poder estadistico
90% P>0.05.

Mo
prf 2 2]

\

\

fpf—po h

Se calcula a partir de una incidencia aproximada de 0.08 en los casos y en los controles de
0.02 A=0.06

I [p(02)(98) }

(.08)(.92)(1.96 +1.28.
' | (.08)(.92)

((.08) - (.02)):

Sujetos= 59

8.2 Toma de muestra

Se obtuvo una muestra de sangre venosa de todos los sujetos después de 12 h de ayuno y
se colectdé en tubos con acido etilendiaminotetracético (EDTA) (1 mg/mL). De 2 tubos
recolectados inmediatamente se separé el plasma por centrifugacion a 3500 r.p.m. durante
5 minutos. Se separd 2 mL del plasma fresco para la determinacion de los niveles de Ag Il 'y

perfil lipidico. Los globulos blancos se aislaron para la posterior extraccion de DNA.

8.3 Extraccion de DNA

La extraccion se realizé mediante el equipo comercial para extraccion de DNA de sangre
completa Wizard Genomic DNA Purification Kit, (Promega, Wisconsin). Cuya técnica se
explica detalladamente en el anexo 1. Finalmente el DNA fue disuelto y rehidratado en TE y

ajustado a 10 ng/uL.

8.4 Perfil lipidico

El colesterol total y los triglicéridos, se determinaron por métodos enzimaticos colorimétricos

comerciales. EI C-HDL se midié en el sobrenadante después de haber precipitado las
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lipoproteinas que contenian apo-B, por el método de precipitacion con fosfotungstato de
magnesio. El colesterol LDL se calcul6 con la férmula de Friedewald (1972).

8.5 Determinacion del grosor intima media arterial

Para valorar la medicion del grosor intima-media carotideo (GIM) e identificacién de placas
ateromatosas se realizd una ecografia carotidea a todos los individuos del estudio con el
apoyo de la Dra. Nilda Espinola Zavaleta.

La ecografia se realizé con equipos duplex-Doppler y se utilizé el método del grosor intima-
media combinado; el cual resulta de la examinacion de 3 segmentos predeterminados de las
arterias de ambos lados: carotida primitiva (1 cm proximal al bulbo carotideo),
bifurcacion/bulbo (1-2 cm) y carétida interna (1cm distal a la bifurcacion). El GIM, definido
como la distancia existente entre la interfaz luz carotidea-intima y la interfaz media-
adventicia de la pared distal, se determind en la carotida primitiva prebifurcacion explorada
en seccion longitudinal. Se cuantificO en 4 medidas a intervalos regulares en la pared
posterior, 1 cm prebifurcacion. Los resultados se expresan como la media de 8

determinaciones, 4 en cada lado (derecho e izquierdo).

Las placas se definieron como engrosamientos focales del GIM con una altura 21.2 mm o

superior al 50% del GIM adyacente. 224

8.6 Cuantificacion de Angiotensina II

Se realiz6 la determinacion y cuantificacion de Ag Il por electroforesis de zona capilar con

deteccién UV y longitud de onda de 200 nm, en el departamento de Farmacologia del INC."®

8.7 Determinacion genotipica del LRP1

El analisis de SNP se llevd a cabo mediante la amplificaciéon por PCR en tiempo Real
(Biorad Real Time PCR CFX-96 System). Se utilizaron 5 pL de una mezcla Tagman 2X

universal PCR master mix en un volumen de reaccion de 25uL a una concentracion final de
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50 vg de DNA, 700 vM de iniciadores y 100 vM de sonda marcada con un fluorocromo (FAM

- VIC). Se amplificaron los 5 SNP utilizando las sondas que se enlistan a continuacion:

Las condiciones de reaccioén fueron:
- 1ciclode 10 min a 95°C
- 45 ciclos a 96°C por 15 segundos

- 1ciclode 1 minuto a 60°C

SNP Fluorocromo Sondas

VIC TGTCTGAGCCTCAGGAAAGAGCCACQGGGCAACACCCAAAATACAAAAAAT
rs1172113

FAM TGTCTGAGCCTCAGGAAAGAGCCACT GGGCAACACCCAAAATACAAAAAAT

VIC GGGAAGCAGGGTCCATGGCAGAGAAAQTCCAATGATAAAGAAAAACTCCTTC
rs1466535

FAM GGGAAGCAGGGTCCATGGCAGAGAAATTCCAATGATAAAGAAAAACTCCTTC

VIC ACGGCTCAGATGAGGGCGAGCTCTGCGGTGAGGCCTGGTCCCAGGAGAAGG
rs1800194

FAM ACGGCTCAGATGAGGGCGAGCTCTGT GGTGAGGCCTGGTCCCAGGAGAAG-G

VIC CCATTAACCGAGCCCACAAGACCACAGGCACCAACAAAACGCTCCTCATC
rs1140648

FAM CCATTAACCGAGCCCACAAGACCACGGGCACCAACAAAACGCTCCTCATC

VIC GGCCTTATGCAGCTGAGCCAGGCCCAAGCTGCTGGCGCTTCCCCACAAAGG
rs1800164

FAM GGCCTTATGCAGCTGAGCCAGGCCCGAGCTGCTGGCGCTTCCCCACAAAGG

Discriminacion alélica

Los niveles de fluorescencia de los productos amplificados de la PCR fueron cuantificados y
analizados usando el software propio del equipo utilizado (Biorad CFX Manager). La
discriminacion alélica se detectd mediante la amplificacién de la o las sondas especificas

para cada uno de los alelos, indicando asi, si son homocigotos o heterocigotos.

8.8 Analisis estadistico

Los datos clinicos entre los grupos se compararon mediante la prueba de t de Student para
variables continuas, y la prueba no paramétrica (Mann-Whitney) para variables que no
seguian una distribucién normal. Las frecuencias alélicas fueron determinadas en ambas

poblaciones para los 5 SNP, sin embargo, para fines de comparacién mundial se usaron las
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frecuencias genotipicas de la poblacion control. Ambas poblaciones cumplen con la
distribucién segun la ley de Hardy-Weinberg, prueba realizada mediante x?,

Se calculd la razon de momios (OR) y sus intervalos de confianza del 95% (IC95%) para
cada genotipo comparado con el homocigoto del alelo méas frecuente o de referencia, y se
estimé la significancia para un umbral de p<0,05 asumiendo un modelo de herencia general

(cinco genotipos por separado), y modelo dominante.

El analisis de las variables y su distribucion fue realizado mediante las pruebas de
D’Agostino y Pearson, y Krustal-Wallis.

Se estimaron las frecuencias haplotipicas mediante desequilibrio de ligamiento (LD) en
bloques definidos por el método de Gabriel, se calcularon los valores de LD y r? entre SNP
mediante el software para Windows Haploview v.4.2% (Broad Institute of Massachusetts
Institute of Technology and Harvard University, Cambridge, MA, USA).

Se realizd una regresion logistica binaria ajustada por las variables de sexo y perfil de

lipidos.

Todas las comparaciones estadisticas fueron realizadas con el software para Windows
SPSS version 19 (SPSS Inc. Chicago USA). Los resultados estan expresados como valores

medios * desviacion estandar.
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9. Resultados

9.1 Caracteristicas clinicas de la poblacion total y por grupo

Las caracteristicas clinicas de la poblacién de estudio se muestran en la tabla 7. El estudio
se realiz6 con 115 individuos adultos, el 39.1% de género masculino y el 60.9% de género
femenino. La poblacion se encuentra equilibrada con respecto a sexo y edad.

Tabla 7. Caracteristicas clinicas de la poblacion total en estudio

n=115 Valores de referencia
Sexo (M/F) 45/70
Edad 46.5+10.3
IMC 28.1 £3.7 18.5-24.9
CT (mg/dL) 197.8 £ 36.9 <200 (mg/dL)
TG (mg/dL) 182.1 £ 85.3 <150 (mg/dL)
HDL (mg/dL) 494 +12.7 >45 (mg/dL)
LDL (mg/dL) 117.3+29.1 <130 (mg/dL)
Agll (pmol/mL) 0.2236 £0.12 0.01-0.25 (pmol/mL)
GIM 0.6667 +0.27 <0.5

Andlisis descriptivo. Los valores se expresan como media + DE.
M, masculino; F, femenino; IMC, indice de masa corporal; CT, colesterol total; TG,
triglicéridos; HDL, lipoproteina de alta densidad; LDL, lipoproteina de baja densidad; Agll,
angiotensina ll; GIM, grosor de intima media.

Se dividié a la poblacién en dos grupos, controles (CTRL) y pacientes hipertensos (HTA),
siguiendo los criterios de la OMS (tabla 1), se consider6 a los sujetos hipertensos aquellos
que presentaron valores mayores a 2140 mmHg. Las caracteristicas clinicas de cada grupo

se muestran a continuacion en la tabla 8.

La edad media del grupo CTRL es de 46 afios constituida por 20 hombres cuyas edades
van desde los 18 hasta los 70 afios; y 36 mujeres cuyas edades van desde los 18 hasta los
71 afos. La media del grupo HTA es de 47 afios, conformado por 20 hombres cuyas edades
van desde los 18 afos hasta los 70; y por 39 mujeres cuyas edades van desde los 19 hasta

los 73 afos. El grupo de sujetos HTA presentaron niveles bajos de HDL (45.1 + 8.7 vs 54.0
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+ 14.7; p=0.000), y elevados de Agll (0.2339 £ 0.1 vs 0.2131 £ 0.14; p=0.018); y de GIM
(0.7154 £ 0.27 vs 0.5445 + 0.14; p=0.002) con respecto al grupo control.

Tabla 8. Caracteristicas clinicas de las poblaciones en estudio divididas
por controles y pacientes hipertensos

Variable Cor?igos'es :sz/; Valor de P

n 56 59

Sexo (M/F) 20/36 20/39 0.840
Edad (afios) 46 £ 10 47 £10 0.593
IMC 26.8 + 3.7 28.9 + 3.6 0.544
cT 200.6 + 37.5 195.4 + 36.6 0.948
TG 218.4 + 20.2 226.3 +21.2 0.646
HDL 54.0 +14.7 45.1+8.7 0.000*
LDL 116.8 + 28.5 117.7 + 30.0 0.881
Agll 0.2131 + 0.14 0.2339+0.1 0.018*
GIM 0.5445 + 0.14 0.7154 + 0.27 0.002*

Los valores se expresan como media = DE. Prueba de t de Student para variables independientes
en caso de las variables con distribucién normal, y prueba de U de Mann-Whitney para las variables
no paramétricas, *P<0.05.
M, masculino; F, femenino; IMC, indice de masa corporal; CT, colesterol total; TG, triglicéridos; HDL,
lipoproteina de alta densidad; LDL, lipoproteina de baja densidad; Agll, angiotensina Il; GIM, grosor
intima media.

Para conocer si existia alguna correlacion de las variables clinicas de estudio y los

pacientes hipertensos, se realiz6 una prueba de correlacion de Spearman, (tabla 9)

encontrando una correlaciéon positiva con los valores de: TG (HTA vs TG, P=0.050), GIM
(HTA vs GIM, P=0.015) y HDL (HTA vs HDL, P=0.000).

Tabla 9. Resultados del andlisis de correlacién de Spearman

Correlacion TG

GIM

HDL

0.050

0.015

0.000

Valores de P resultantes de la correlacion de TG, GIM y HDL con la HTA.
TG, triglicéridos; GIM, Grosor de la intima media; HDL, lipoproteina de alta densidad.
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9.2 Curvas de amplificacion y discriminacion alélica

Se obtuvieron curvas de amplificacién tipicas ®

en todos los SNP realizados, y cada
muestra fue analizada segun sus valores de fluorescencia relativa (RFU, relative
fluorescence units), nuamero de ciclos (Ct, cicle time) y con la semejanza a una curva tipica
de amplificacion. Para cada ensayo se utlizaron 4 controles positivos y 4 controles

negativos.

Figura 13. Curvas de amplificacién
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700
500 +
500 +

400

RFU

300 +
200 §

100 §

Cycles 1 1an Seale

Figura mostrada por el software de andlisis del aparato de PCR-tiempo real, se muestran curvas de

amplificacién tipicas empezando por el ciclo 25 aproximadamente y algunas curvas de amplificacion

tardia alrededor del ciclo 30. En color verde se observa la amplificacion con el fluorocromo VIC y en
azul con FAM.

Mediante el uso del apartado designado a discriminacion alélica del software y el analisis de
curvas de amplificacién del ensayo, se asign6 un genotipo para todas las muestras de los 5

SNP, como se muestra en la figura 14.%2



Resultados

Figura 14. Plano de discriminacion alélica
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En color azul se observan los muestras que son heterocigotos para el alelo marcado con FAM, en
color verde las muestras heterocigotas, en color naranja las muestras que son homocigotas para el
alelo marcado con fluorocromo VIC, y en color negro los controles negativos o las muestras que no

presentaron amplificacion.

9.3 Desequilibrio de ligamento
Al realizar el analisis de desequilibrio de ligamento de los SNP del LRP1 en estudio, no se

encontraron valores con significancia estadistica (figura 15).

Figura 15. Bloque de haplotipos.
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SNPs Valor P

18 11 1 0.078

2 0.289

17 3 0.825

4 0.560

5 0.509

Desequilibrio de ligamento del bloque compuesto por rs11172113 (1), rs1466535 (2), 151800194 (3),
rs1140648 (4) y rs1800164 (5) del gen en estudio. Los valores LD’ entre los SNP se encuentran
sefalados dentro de los recuadros.
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9.4 Frecuencias alélicas y genotipicas del LRP1

Se realizé la determinacion de 5 SNP del gen LRP1, las frecuencias alélicas y genotipicas
de nuestra poblacién control, se muestran en la tabla 10.

En el SNP rs11172113 se observo que el grupo de pacientes con HTA mostré un aumento
de 10.6% para el alelo T con respecto a los controles. Los genotipos C-T y T-T no mostraron
diferencias significativas al comparar ambas poblaciones. Sin embargo en el genotipo C-C
la frecuencia se encontr6 disminuida con respecto al mismo genotipo en los controles
(10.1% vs 25.0%) con una diferencia significativa (P=0.0487; OR: 0.3396, IC 95%: 0.1202-
0.9597). Con respecto a los otros SNP estudiados, en ninguno se encontraron diferencias

estadisticamente significativas al realizar la comparacion entre pacientes HTA y controles.

Tabla 10. Frecuencias alélicas y genotipicas de los SNP en estudio del LRP1

N rs11172113 rs1466535 rs1800194 N rs1140648 rs1800164
HTA | CTRL HTA CTRL  HTA CTRL HTA CTRL HTA CTRL
0.305 | 0.411  0.475| 0.545 | 0.432 | 0.411 A 0.475 | 0.429 | 0.585 | 0.634
Alelo T | 0.695 | 0.589 | 0.525 | 0.455 0.568 0.589 G |0.525 | 0.571 0.415  0.366
CC | 0.101* | 0.250 H 0.220 | 0.304 | 0.237 | 0.214 | AA | 0.254 | 0.214 | 0.407 | 0.411
Genotipo | CT | 0.407 | 0.321 | 0.508 | 0.482 | 0.390 | 0.393 | AG | 0.441 0.429 0.356 | 0.446
TT | 0492 0.429 0.272 | 0.214 | 0.373 | 0.393 | GG | 0.305 | 0.357 | 0.237 | 0.143

N, nucleétido; HTA, pacientes hipertensos; CTRL, controles sanos; C, citosina; T, timina; A, adenina;
G, guanina. *P=0.0487; OR: 0.3396, IC 95%: 0.1202-0.9597 al comparar los genotipos C-C de
pacientes HTA contra CTRL.

9.5 Comparacion de frecuencias alélicas con otras poblaciones

previamente reportadas

Con el proposito de comparar la carga genética de nuestra poblacién con respecto a otras
poblaciones mundiales, se realizé6 una comparacién mediante la prueba de chi? de las
frecuencias alélicas y del alelo menos frecuente (MAF) obtenidas del HapMap de los
paneles: CEU, CHB, JPT, YRI y/o MEX®, hallados en la literatura para el LRP1. Los

resultados se muestran en las tablas 11y 12.
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Tabla 11. Frecuencias alélicas correspondientes de los SNP del LRP1

Resultados

rs11172113 rs1466535 rs1800194 rs1140648 rs1800164
Poblacion | n
C T p C T p n C T p A G p A G p

ngf’:éirgn 56 | 0.411  0.589 0.545 | 0.455 56 | 0.411  0.589 0.429 | 0.571 0.634 | 0.366

MEX 100 | 0.460 | 0.540 | 0.490 | 0.656 | 0.344 | 0.607 | 100 0.490 | 0.510 | 0.342 | 0.570 | 0.430 | 0.413

CEU 226 | 0.367 | 0.633 | 0.446 | 0.686 | 0.314 | 0.050 44 | 0.704 | 0.296 | 0.000 | 0.678 | 0.322 | 0.000  0.350 | 0.650 | 0.000

CHB 256 | 0.275 | 0.725 | 0.006 | 0.760 | 0.240 | 0.000 | 256 0.699 | 0.301 | 0.000 | 0.495 | 0.505 | 0.043

JPT 172 | 0.204 | 0.796 | 0.000 | 0.796 | 0.204 | 0.081 | 172 0.544 | 0.456 | 0.059 | 0.351 | 0.649 | 0.000

YRI 324 | 0.428 | 0.572 | 0.758 | 0.823 | 0.177 | 0.000 | 48 | 0.459 | 0.541 | 0.364 | 0.628 | 0.372 | 0.001

ESP 339  0.685  0.315 | 0.000 | 0.296 | 0.704 0.019 | 0.355 | 0.645 | 0.000

MEX, poblacion mexicana; CEU, poblacién europea; CHB, poblacion china; JPT, poblacion japonesa, YRI, poblacién africana, ESP,
poblacion espafiola.

Tabla 12. Frecuencias del alelo menor correspondientes a SNP del LRP1 en estudio

» N rs11172113 N rs1466535 N rs1800194 N rs1140648 N rs1800164
Poblacion MAE MAF P MAF MAE P MAF | VAF p MAF MAF p MAF MAF P
P'g‘gle;g{gn 14/56 | 0.250 12/56 | T:0.214 22/56 | T:0.393 12/56 | A:0.214 8/56 | G:0.143

MEX | 18/100  C:0.180 | 0.299 | 10/100 | T:0.100 | 0.058 22/100 | A:0.220 | 1.00 | 12/100 | G: 0.120 | 0.068
CEU | 28/226 | C:0.123 | 0.018 | 20/226 | T:0.088 | 0.079 | 0/44 | T:0.000 | <0.0001 | 104/226 | A: 0.460  0.008 | 84/220 | G:0.382 | 0.001
CHB 8/86 | C:0.093 | 0.016 | 4/86 | T:0.047  0.003 26/86 | A:0.302 | 0.247 | 24/86 | G:0.279 | 0.058
JPT | 58/226 | C:0.257 | 0.919 | 6/172 | T:0.035  <0.0001 70/172 | A:0.407 | 0.010 | 70/118 | G: 0.593 | <0.0001
YRI 38/226 | C:0.168 | 0.157 | 8/226 | T:0.036  <0.0001 | 10/48 | T:0.208 | 0.054 | 10/226 | A:0.044 | 0.002 | 0/226 | G:0.000 & <0.0001

MEX, poblacién mexicana; CEU, poblacién europea; CHB, poblacion china; JPT, poblacion japonesa, YRI, poblacion africana, ESP,
poblacién espafiola. MAF: Alelo menos frecuente.
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CEU: Panel de residentes adultos de Utah, originarios de Europa Occidental y del Norte.
HCB: Panel de habitantes adultos de Beijing, China. JPT: Panel de habitantes adultos de
Tokio, Japon. YRI: Panel de adultos originarios de la comunidad de Badan, Nigeria. ESP:
Panel de habitantes de Barcelona, Espafia. MEX: Panel de residentes de Los Angeles, USA

de origen mexicano.

9.6 Caracteristicas clinicas de los grupos en estudio de acuerdo al

genotipo

Para conocer si existe una relacion entre los diferentes SNP estudiados del LRP1 con los
parametros clinicos (IMC, CT, TG, LDL, Agll y GIM) se realizo el analisis estadistico por
cada SNP estudiado agrupado por genotipo. Se realizé una prueba de t de Student para
variables independientes en caso de las variables con distribucién normal, y la prueba de U
de Mann-Whitney para las variables no paramétricas, p<0.05. Todas las comparaciones

fueron entre los mismos genotipos correspondientes a HTA o CTRL

Tabla 13. Caracteristicas clinicas por genotipo del SNP rs11172113

Genotipos
Variable ccC CT TT ccC CT TT
HTA Controles
(SI":m; 10/19 9/15 1/5 8/16 6/12 6/8
Edad 49.1+8.1 436+12.2 47.3%54 47.1 +13.3 47.4+9.4 435+7.8
IMC 28.9+ 3.9 29.1+3.2 28.0 £ 3.5 275+37 252+ 3.4 27.4+38
CT 195.7 + 37.9 1995+29.7 | 177.8+542 | 191.0+38.1 | 200.7+26.7 | 216.1 +42.0
TG 2280+208% | 1741+684 | 231.7+347 | 211.3+16.9 | 1852+855 | 226.6+20.9
HDL 453+ 8.6 « 45.4+8.7 433+10.1 | 57.1+144 | 531+175 | 49.8+11.3
LDL 114.9 316 1247+27.2 |1062+31.1¢ | 1092+28.1 | 1129+19.1 | 133.1+31.3
Agll 01964 +0.2% | 02611+0.1§ | 0.3029+0.1 | 0.1883+0.13 | 0.2669 +0.2 | 0.1821 0 0.1
GIM | 07348+0.23 | 0.6985+0.48§ | 0.6860+0.2 | 0.5509+0.24 | 0.4925+0.0 | 0.5720%0.2

Los valores se expresan como media = DE. Prueba de t de Student para variables independientes
en caso de las variables con distribucion normal, y prueba de U de Mann-Whitney para las variables
no paramétricas, P<0.05. M, masculino; F, femenino; IMC, indice de masa corporal; CT, colesterol
total; TG, triglicéridos; HDL, lipoproteina de alta densidad; LDL, lipoproteina de baja densidad; Agll,
angiotensina Il; GIM, grosor intima media. « Diferencia estadisticamente significativa al comparar los
genotipos C-C de pacientes HTA contra controles, 8§ Diferencia estadisticamente significativa al
comparar los genotipos C-T de pacientes HTA contra controles, ¢ Diferencia estadisticamente

significativa al comparar los genotipos T-T de pacientes HTA contra controles.
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En la tabla 13 se muestran las caracteristicas clinicas de los grupos en estudio divididas por
grupos y genotipo del SNP rs11172113. En cuanto el genotipo C-C, se encontré6 un aumento
en GIM (0.7348 vs 0.5509; P=0.041), TG (228.0 vs 211.3, P=0.006), Agll (0.1964 vs 0.1883,
P=0.029) y una disminucién en HDL (45.3 vs 57.1; P=0.002) en el grupo de HTA con
respecto a los controles. Mientras que para el genotipo C-T las diferencias estadisticamente
significativas fueron un aumento en valores de Agll (0.2611 vs 0.2669, P=0.019), asi como
en GIM (0.6985 vs 0.4926, P=0.016) en pacientes HTA contra controles. Por su parte el
genotipo T-T en pacientes HTA presenté una disminucion en valores de LDL (106.2 vs
133.1, P=0.008) con respecto a controles.

Tabla 14. Caracteristicas clinicas por genotipo del SNP rs1466535

Genotipo
Variable ccC CT TT ccC CT TT
HTA Controles

Sexo (F/M) 3/10 9/21 8/8 6/11 9/18 5/7

Edad 449+ 11.6 45.9 + 105 499+6.9 454+ 85 453+11.6 | 499+11.8
IMC 28829 29.0+ 3.9 288+ 3.7 254 +32 27.6+44 269+19

CT 184.3 £ 39.6 195.0£38.0 | 204.9+30.8 [ 210.3+39.1 | 192.2 +34.5 | 205.5 + 40.8
TG 226.7 +£18.7 22591250 | 226.7£18.7 | 2224 +£20.2 | 2125+ 20.3 | 2258 £17.5
HDL 46.3 +9.7 443+8.08 45.7+9.3 555+14.3 | 549+15.2 | 50.2+14.8
LDL 1143 +215 1126 £33.4 | 130.8+26.5 | 125.0+31.7 | 112.0+26.1 | 116.4 + 28.9
Agll 0.2347+0.1 | 0.2296+0.58 | 0.2416 £0.3 | 0.2041+£0.1 | 0.2440+0.2 | 0.1587 £ 0.1
GIM 0.6777+0.2~ | 0.6730+0.28 | 0.8789+0.3 | 0.4683 £0.0 | 0.5608 + 0.2 | 0.6750 £ 0.5

Los valores se expresan como media = DE. Prueba de t de Student para variables independientes
en caso de las variables con distribucién normal, y prueba de U de Mann-Whitney para las variables
no paramétricas, P<0.05. M, masculino; F, femenino; IMC, indice de masa corporal; CT, colesterol
total; TG, triglicéridos; HDL, lipoproteina de alta densidad; LDL, lipoproteina de baja densidad; Agll,
angiotensina Il; GIM, grosor intima media. « Diferencia estadisticamente significativa al comparar los
genotipos C-C de pacientes HTA contra controles, 8§ Diferencia estadisticamente significativa al
comparar los genotipos C-T de pacientes HTA contra controles.

En la tabla 14 se muestran las caracteristicas clinicas de los grupos en estudio del SNP:
rs1466535. Al comparar los valores de pacientes HTA contra controles, se observo un
aumento significativo en los valores de GIM (0.6777 vs 0.4683, P=0.014) para el genotipo C-
C; asi como en GIM (0.6730 vs 0.5608, P=0.008) y Agll (0.2296 vs 0.2440, P=0.008) en los
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pacientes HTA heterocigotos, mientras que se encontraron disminuidos los valores de HDL
(44.3 vs 54.9, P=0.004) en los heterocigotos con HTA.

En la tabla 15 se muestran las caracteristicas clinicas de las poblaciones en estudio del
SNP: rs1800194. Se encontré un aumento en los pacientes con HTA para Agll (0.1963 vs
0.1111, P=0.027) en los homocigotos para el alelo C, y una disminucion en HDL en los
heterocigotos (44.4 vs 52.5, P=0.047) y homocigotos T-T (46.8 vs 58.2, P=0.008) estos
Gltimos tuvieron un aumento en valores GIM (0.7581 vs 0.4686), P=0.003).

Tabla 15. Caracteristicas clinicas por genotipo del SNP rs1800194

Genotipo
Variable ccC CT TT ccC CT TT
HTA Controles

Sexo (F/M) 8/6 6/17 8/14 2/10 10/12 6/16

Edad 42.2+£13.9 477+ 84 48.4+8.1 48.4 £ 13.6 43.7 £ 8.3 475+11.3
IMC 29.1+54 28429 29.3+29 29.2+58 27.0+£ 30 258+ 3.3

CT 184.1 + 30.7 190.6 £43.4 207.4 £ 29.7 203.4+44.79 | 200.8 +35.3 | 198.6 +37.4
TG 226.9+24.4 2246 +22.2 227.7+204 220.6 £ 16.7 221.5+20.7 | 213.8+21.3
HDL 43.8+ 8.0 444+ 8.6 8 46.8+8.7¢ 49.6 £ 15.2 525+14.1 58.2+14.8
LDL 109.3+20.1 113.1 £37.7 127.1+£24.1 116.4 £34.5 118.0£26.6 | 115.8+£28.2
Agll 0.1963+ 0.1~ | 0.2725+0.1 0.2175+0.1 0.1111+0.0 0.2543+0.2 | 0.2238+0.1
GIM 0.6179+0.2 0.7342+0.2 | 0.7581+£0.4 ¢ 0.5167 £ 0.0 0.6060 £ 0.2 | 0.4686 +0.1

Los valores se expresan como media = DE. Prueba de t de Student para variables independientes
en caso de las variables con distribucién normal, y prueba de U de Mann-Whitney para las variables
no paramétricas, P<0.05. M, masculino; F, femenino; IMC, indice de masa corporal; CT, colesterol
total; TG, triglicéridos; HDL, lipoproteina de alta densidad; LDL, lipoproteina de baja densidad; Agll,
angiotensina Il; GIM, grosor intima media. « Diferencia estadisticamente significativa al comparar los
genotipos C-C de pacientes HTA contra controles, 8§ Diferencia estadisticamente significativa al
comparar los genotipos C-T de pacientes HTA contra controles, ¢ Diferencia estadisticamente
significativa al comparar los genotipos T-T de pacientes HTA contra controles.

En la tabla 16 se muestran las caracteristicas clinicas de las poblaciones en estudio del
SNP: rs1140648. Se encontrd6 un aumento con diferencias significativas en los niveles de
GIM (0.6096 vs 0.4940, P=041), CT (214.7 vs 167.7, p=012), TG (221.1 vs 198.9, P=049) y
LDL (132.1 vs103.3, P=014) en el grupo de HTA con respecto a los controles homocigotos
para A, en este mismo genotipo se encontraron disminuidos los niveles de HDL (43.7 vs

51.2, P=032) en pacientes hipertensos. En el genotipo heterocigoto hubo una disminucion
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en valores de HDL (45.3 vs 539, P=0.014), y un aumento en valores de Agll (0.2483 vs
0.2224, P=0.037) y GIM (0.7324 vs 0.6300, P=0.010). Al mismo tiempo los homocigotos
para el alelo G también mostraron una disminucion en HDL (46.2 vs 56.1, P=0.008).

Tabla 16. Caracteristicas clinicas por genotipo del SNP rs1140648

Genotipo
Variable AA AG GG AA AG GG
HTA Controles
Sexo (F/M) 8/7 7/19 5/13 6/6 9/15 5/15
Edad 479+ 145 489+9.1 47.0+£9.0 42.4+11.8 46.3+10.4 449 + 8.5
IMC 27.7+4.4 284+ 3.0 293+ 2.7 29.0+5.3 275+4.1 25.9+£3.0
CT 2147 £39.6 » | 203.4+29.8 | 205.6+37.3 | 167.7+x40.9 | 189.6 £39.9 | 206.4 + 31.8
TG 222.1+£16.0~ | 2251+21.9 |2305+19.8|198.9+112.8|219.0+£19.9 | 230.5+19.8
HDL 43.7 £ 8.9 « 453+8.88 46.2+8.6 ¢ 51.2+10.4 539+16.3 | 56.1+£15.4
LDL 1321 £29.8~ | 121.3+£34.3 |1248+25.0| 103.3+£24.3 |108.4+27.3|117.9%26.2
Agll 0.2368+ 0.1 |0.2483+0.18|0.2118+0.1 | 0.2192+0.1 | 0.2224+0.1 | 0.1962 + 0.1
GIM 0.6096 £ 0.0~ | 0.7324+0.28 | 0.7790+ 0.4 | 0.4940+0.1 | 0.6300%0.2 | 0.4583 +0.1

Los valores se expresan como media + DE. Prueba de t de Student para variables independientes
en caso de las variables con distribucién normal, y prueba de U de Mann-Whitney para las variables
no paramétricas, P<0.05. M, masculino; F, femenino; IMC, indice de masa corporal; CT, colesterol
total; TG, triglicéridos; HDL, lipoproteina de alta densidad; LDL, lipoproteina de baja densidad; Agll,
angiotensina Il; GIM, grosor intima media. « Diferencia estadisticamente significativa al comparar los
genotipos A-A de pacientes HTA contra controles, 8§ Diferencia estadisticamente significativa al
comparar los genotipos A-G de pacientes HTA contra controles, ¢ Diferencia estadisticamente
significativa al comparar los genotipos G-G de pacientes HTA contra controles.

En la tabla 17 se muestran las caracteristicas clinicas de las poblaciones en estudio del
SNP: rs1800164. Se encontré un aumento con diferencias significativas en los pacientes
HTA con el genotipo A-A comparados con los controles, un aumento en niveles de TG
(228.4 + 20.6 vs 212.2 + 18.4, P=0.027) y GIM (0.7242 vs 4583, P=0.005); y una
disminucién en HDL (45.3 vs 57.7, P=0.029). Los heterocigotos HTA tuvieron una menor
cantidad de HDL (46.3 vs 51.6, P=0.011) y los homocigotos G-G, tuvieron una mayor
cantidad de niveles de Agll (0.2041 vs 0.2481, P=0.022).
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Tabla 17. Caracteristicas clinicas por genotipo del alelo rs1800164

Genotipo
Variable AA AG GG AA AG GG
HTA Controles

Sexo (F/M) 7117 6/15 717 7/16 11/14 2/6

Edad 47.6 £8.0 44.3 +10.8 48.4+11.8 47.7+11.3 439+ 7.8 49.6 £ 16.5
IMC 30.0x 2.7 27934 282145 26.2£3.4 272+ 34 26.8 £5.3

CT 205.0+£38.2 |1856+39.0| 1928+28.0 |193.9+37.1 |204.0+34.9 | 205.2 +48.1
TG 228.4+206~ | 221.3+24.3 | 230.1+20.0 | 212.2+18.4 | 223.0+20.6 | 220.0+£21.8
HDL 453+ 8.8 = 46.3+7.4 8 43.2+£10.3 57.7+145 | 51.6+£145 | 524+ 15.9
LDL 121.5+35.1 |1152+£27.8 | 1145+23.8 |113.4+29.8|119.1+25.8 | 117.9+35.8
Agll 0.2041+0.1 |0.2757+£0.1|0.2261+£0.1¢ | 0.2017+0.1 | 0.2481+0.1 | 0.1253+0.1
GIM 0.7242 £ 0.2~ [ 0.7106 £ 0.3 | 0.7079+£0.3 | 0.4583 0.1 | 0.5760+£ 0.2 | 0.5950 + 0.2

Los valores se expresan como media = DE. Prueba de t de Student para variables independientes
en caso de las variables con distribucién normal, y prueba de U de Mann-Whitney para las variables
no paramétricas, P<0.05. M, masculino; F, femenino; IMC, indice de masa corporal; CT, colesterol
total; TG, triglicéridos; HDL, lipoproteina de alta densidad; LDL, lipoproteina de baja densidad; Agll,
angiotensina Il; GIM, grosor intima media. « Diferencia estadisticamente significativa al comparar los
genotipos A-A de pacientes HTA contra controles, 8§ Diferencia estadisticamente significativa al
comparar los genotipos A-G de pacientes HTA contra controles, ¢ Diferencia estadisticamente
significativa al comparar los genotipos G-G de pacientes HTA contra controles.

9.7 Resultados de regresion logistica binaria

Para observar si los SNP se asocian directamente con la hipertension, se realizé un ajuste
de perfil lipidico (CT, TG, HDL, LDL), asi como de Agll y GIM; por medio de regresion
logistica binaria, y inicamente el SNP rs11172113 mostré una asociacion significativa con la
HTA con el modelo dominante (C-C frente a C-T + T-T).

Tabla 18. Asociacién de SNP y HTA en poblacion mexicana.

SNP Grupo | Frecuencias genotipicas p OR IC 95%
HTA | oi01 | o9
rs11172113 : ' 0.030 | 1.289 | 0.6178-2.689
CTRL Cc-C C-T+T-T
0.250 0.750

Regresion logistica binaria por ajuste de perfil lipidico, Agll y GIM. HTA, pacientes hipertensos;
CTRL, controles sanos; C, citosina; T, timina. OR, Odds Ratio; IC95%, Intervalo de Confianza del
95%;
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10. Discusion

La HTA y las dislipidemias son entidades que afectan a casi un 40% de la poblacion
mexicana adulta con porcentajes en aumento®®, estos dos factores aislados o en conjunto
con otras patologias, aumentan el riesgo de engrosamiento de la pared arterial y/o lesion de

la misma, lo que puede desencadenar ECV como una enfermedad inflamatoria cronica.

Dado que el receptor LRP1 esta involucrado en el proceso aterosclerético y que no se ha
esclarecido totalmente el papel que desempefia este receptor en conjunto con otros
factores, es un gen blanco para el estudio del proceso aterosclerético. Algunos SNP del gen
del LRP han sido estudiados en enfermedad de Alzheimer, sin embargo pocos son los

estudios realizados en enfermedades tipo cardiovascular y/o coronaria.

Para la realizacion de este trabajo se seleccionaron 5 SNP de los mas de 1900 SNP
reportados para el gen del LRP1, la seleccion se realizé de acuerdo al alelo menos
frecuente. Tres de los SNP se ubican en regiones intronicas: rs11172113 entre los exones 1
y 2, rs1466535 entre los exones 2 y 3, y rs1800164 entre los exones 83y 84,y 2 SNP en
regiones exonicas: rs1800194 posicion 4012 y rs1140648 posicion 10249, estos ultimos

siendo SNP sin6nimos.

Para saber si existian valores de desequilibrio de ligamento en nuestros haplotipos
estudiados, se obtuvo un valor de LD’<90 (figura 15), lo que nos indica que nuestros SNP
no segregan en conjunto, lo cual explica las diferencias de nuestros resultados tanto en

frecuencia como en relacién con algunos valores lipidicos ya reportados. > "

La poblacién de nuestro estudio fue adulta con un rango de edad que iba desde los 18 hasta
los 73 afios; y sujetos de todas las edades se encuentran equilibrados en ambas
poblaciones. A pesar de que un 70% de nuestra poblacién era de género femenino, esta
poblacién femenina se repartié equitativamente en controles y pacientes HTA. Para
determinar que nuestra poblacion estuviera en equilibrio al ser seleccionada al azar, no
sometida a migracion o deriva génica, se realiz6 una prueba de equilibrio de poblaciones de
acuerdo a la ley de Hardy-Weinberg, esta prueba se realizé en las poblaciones juntas y por
separado (HTAy CTRL).
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Al analizar nuestra poblacién total del estudio, se presentaron valores de IMC que se
consideran de obesidad coincidiendo con los altos indices presentes en México* como se ha
reportado en diversos estudios, donde ademas se reporta a la obesidad como resultado de
la combinacién de factores tanto genéticos como ambientales y que esta prevalencia fluctia
entre un 20 al 25% en paises latinoamericanos, lo cual se ha convertido en un problema de
salud publica serio principalmente en mujeres y que va en incremento en nuestro pais. La
ENSANUT (Encuesta Nacional de Salud y Nutricién, 2006)*, revel6 que el 30% de los
adultos se encuentra dentro de niveles de obesidad en ambos sexos, lo cual concuerda con

nuestros datos.

La poblacion total también mostré niveles altos de CT, TG y LDL, lo que concuerda con los
altos indices de dislipidemias en nuestro pais (figura 2). Los altos porcentajes de
dislipidemias que encontramos sumadas a un problema de obesidad o sobrepeso

incrementan la probabilidad de padecer una patologia cardiovascular.

Por lo que, para conocer el impacto de los factores clinicos sobre el problema de la HTA se
compararon ambos grupos, encontrandose diferencias significativas en valores de HDL, Agll
y GIM. Estos datos correlacionan positivamente con la HTA, lo cual apoya la evidencia de
que un alto porcentaje de personas con valores de IMC por arriba de 25 kg/m? presentan

diabetes o hipertension aun sin estar diagnosticadas, como lo muestran diferentes estudios.
84,85

Estos datos nos muestran que la HTA tiene una estrecha relacion la obesidad o sobrepeso,
las dislipidemias y la predisposicion genética, lo cual determina su magnitud y velocidad de
dafio hacia enfermedades principalmente de tipo cardiovascular; como lo demuestra el GIM
elevado encontrado en los pacientes HTA, lo que cual indica la acumulacién de colesterol

en la intima media, lo que desencadenara en una lesion aterosclerética en estos pacientes.

Debido a que el LRP1 tiene un papel importante en el metabolismo de los lipidos y que el
gen puede presentar mutaciones que afectan la homeostasis de colesterol, o cual pudiese
afectar el metabolismo de los lipidos y como consecuencia un riesgo de enfermedad

cardiovascular; se hizo una seleccién de 5 SNP segln su MAF.

Para analizar las interacciones entre los SNP y las caracteristicas clinicas del estudio, se

realiz6 una comparacion de estas caracteristicas de acuerdo al genotipo, y al grupo
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perteneciente (HTA o CTRL). Todas las comparaciones fueron entre los mismos genotipos

correspondientes a HTA o CTRL. Estas diferencias se resumen en la tabla 19.

Tabla 19. Relacion entre el genotipo y las caracteristicas clinicas

SNP
rs11172113 rs1466535 | rs1800194 | rs1140648 = rs1800164
GIM | (C-T)0.016 (C-T)0.008 | (T-T)0.003 (A-G)O0.010 (A-A)0.005
TG | (C-C)0.006 (A-A)0.049 (AA)O0.027
Agll | (C-T)0.019 | (C-T)0.008 | (C-C)0.027 (A-G)0.037 (G G)0.003
HDL  (C-C)0.002 (C-T)0.004 | (T-T)0.008 (G-G)0.008 (AG)0.011
LDL | (T-T)0.008 (A-A)0.014
CT (A-A)0.012

Resultados mostrados como (Genotipo) y valor de P<0.0,. GIM, grosor intima; TG, triglicéridos; Agll,
angiotensina Il; HDL, lipoproteina de alta densidad; LDL, lipoproteina de baja densidad; CT,
colesterol total.

En la comparacion de las frecuencias alélicas de los pacientes HTA contra los CTRL,
Unicamente se encontré una diferencia significativa para el SNP rs11172113 y aunque el
valor de razon de momios no alcanzé una diferencia significativa, al analizar las
caracteristicas clinicas de este SNP, se sugiere que el alelo T podria fungir como alelo

protector; sin embargo es necesario aumentar la n para poder confirmar esta hipotesis.

Pocos son los trabajos en donde se ha estudiado a este receptor ** propusieron que la
expresion de algunos receptores lipoprotéicos pudieran estar relacionados con la
acumulacion de lipidos lo cual puede contribuir a una disfuncién contracti y como
consecuencia a una hipertension arterial y ECV. De tal forma que el LRP1 pudiese ser un
blanco terapéutico para prevenir la acumulacién de colesterol y por ende el desarrollo de la
HTA y ECV. El receptor LRP1, como ya se explicd anteriormente, regula la respuesta
inflamatoria gracias a su actividad endocitica y de ligando dependiente; sin embargo ante
factores como dislipidemias y/o procesos inflamatorios crénicos como la HTA este proceso

se puede ver alterado.

Se ha demostrado que niveles elevados de Agll favorecen el desarrollo y progresion de la
aterosclerosis *, ya que al tener una actividad vasoconstrictora altera el estrés del flujo

sanguineo promoviendo una disfuncién endotelial, ademas de provocar una sobrexpresion
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del receptor LRP1. Por su parte la hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia, asi como la
prolongacion del estado inflamatorio de la HTA, induciran la expresion del receptor LRP1.

Nuestros resultados parecen indicar que la presencia del alelo C del SNP intrénico
rs11172113 (c.67+4469T>C) se asocia con un aumento del riesgo de sufrir hipertension.
Dado que la funcionalidad del SNP no se ha demostrado, una hipétesis que podria explicar
este resultado es que el alelo C podria estar modificando los niveles de expresion del LRP1
y un importante aumento del GIM, y como consecuencia un aumento de riesgo

cardiovascular en los pacientes HTA.

Nuestra poblacién al ser mayormente dislipidémica y al contar con niveles elevados de Agll
ya aporta factores de riesgo que alteran la expresion del LRP1, sin embargo la presencia de
un genotipo heterocigoto C-T parece tener una funcion protectora, ya que las diferencias
significativas para este genotipo muestran una reduccion de GIM y Agll. Simultaneamente
el genotipo T-T del mismo SNP muestra una disminucion en valores de LDL, lo cual evitara
una acumulacion y oxidacion de estos, y al mismo tiempo reducira la disponibilidad para la
internalizacién dentro de la lesion aterosclerotica por el receptor LRP1. El fenotipo de estas
lipoproteinas tendria que ser evaluado, ya que como se ha mencionado las LDL de tamafio
pequefio son mas rapidamente depuradas, y por lo tanto son menos retenidas en el espacio
subendotelial; y por lo mismo son menos susceptibles a la oxidacién haciéndolas menos

teratogénicas.*

Los valores de TG, CT, GIM y Agll se encuentran estadisticamente elevados en sujetos
HTA homocigotos para el alelo C con respecto a los sujetos no HTA, y significativamente
disminuidos para valores de HDL; lo cual en conjunto conducird a un cambio en el
microambiente inflamatorio, sobreexpresando el receptor LRP1 el cual conducira a una
mayor formacién y progresién de la placa aterosclerdtica y por consecuencia una mayor
probabilidad de sufrir HTA.

Esta hipotesis se apoya cuando al realizar la prueba de regresion logistica se observa que
el alelo C mostré una asociacion significativa con la HTA con el modelo dominante (C-C

frente a C-T + T-T), lo cual nuevamente concuerda con los parametros clinicos reportados.
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Con respecto a los otros SNP se encontraron diferencias significativas en parametros
clinicos, sin embargo no se encontrd una asociacion directa con la HTA relacionada a algun

genotipo.

Los paises latinoamericanos poseen los indices méas elevados de HTA® (figura 16, anexo),
entre ellos México con un 40% aproximadamente y la poblacién mexicana al tener una
elevada frecuencia del alelo de riesgo, sumado a los altos indices de dislipidemias, podria

tener un aumento en disposicion para sufrir HTA.

En todos los SNP estudiados, excepto el SNP rs1140648 se encontraron datos de
frecuencia alélica y MAF de poblacion de origen mexicano, residentes de la ciudad de Utah,

y en ningun caso se encontraron diferencias estadisticamente significativas.

Al comparar nuestra poblacion mexicana con las mundiales se encontro que para el SNP
rs11172113 hay diferencias estadisticamente significativas en frecuencias alélicas con las
poblaciones de Japdn y China, estas diferencias se mantienen al comparar el alelo menos

frecuente, pero ademas se encontr6 una diferencia en MAF para la poblacion de Africa.

Para el SNP rs1466535 se encontraron diferencias estadisticamente significativas para las
MAF de las poblaciones de Japon y Africa, pero solo la diferencia en frecuencia alélica se
mantiene con la poblacion de Africa. Con respecto a las frecuencias alélicas se encontraron

diferencias estadisticamente significativas en las poblaciones de Europa, China y Africa.

En el SNP rs1800194 solo se encontraron datos de frecuencias alélicas para las
poblaciones de Europa, Africa y Espafia, siendo las Gltimas dos diferentes estadisticamente,
con respecto al MAF se encontraron datos de poblacion de México, Europa y Africa, siendo

Unicamente Africa diferente estadisticamente.

Con respecto al SNP rs1140648 se encontraron diferencias estadisticamente significativas
en frecuencias alélicas para las poblaciones de Europa, China, Africa y Espafia,

manteniendo diferencia en MAF Unicamente la poblacion de Africa.

Para el SNP rs1800164 se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
frecuencia alélica en las poblaciones de Europa, China, Japon y Espafia, y una diferencia

estadisticamente significativa en MAF para la poblacion de Africa.
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Nuestra poblacidon mexicana presenta una mayor similitud con la poblacion de Japén, ya
gque a pesar de que tiene diferencias estadisticamente significativas en los SNP:
rs111721113 y rs1800164, los MAF no se muestran diferente estadisticamente. La
poblacion de Japdn al igual que la poblacion mexicana muestra indices elevados de HTA
con datos de aproximadamente 40%.
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11. Conclusiones

Este es el primer trabajo realizado en nuestro pais en el que se estudia la relacion de
algunos SNP del gen LRP1 (rs11172113, rs1466535, rs1800194, rs1140648 y rs1800164)
asociados a HTA y a enfermedades cardiovasculares.

Se lograron obtener las frecuencias genotipicas y alélicas de los SNP seleccionados del gen
LRP1 correspondientes a nuestra poblacion mexicana, tanto de pacientes HTA como de
sujetos sanos, ambas poblaciones cumplen con los criterios de una seleccién azarosa y en

equilibrio.

Nuestras poblaciones presentaron niveles de IMC que caen dentro del rango de obesidad,
también valores que superan la referencia en TG y GIM, ademas la poblacion de HTA
presento niveles de HDL en el limite inferior y valores de GIM muy lejanos a los limites de
referencia, lo que concuerda con estudios previos que han demostrado que concentraciones
elevadas de TG, asi como remanentes de quilomicrones, estan implicados en la obesidad.
Ademas la poblacion de HTA presento niveles de HDL bajos y valores de GIM aumentados,
lo que correlaciones con los previamente reportado, una correlacion inversa entre el GIM y

el HDL. Estas tres variables TG, GIM y HDL se asocian positivamente con la HTA.

Estos valores fuera de rango corresponden con la literatura, sin embargo, también resulta
alarmante dado que la presencia de estos factores sumado a otros muy frecuentes en los
mexicanos, como vida sedentaria y dislipidemias; podrian resultar en el desarrollo de una
enfermedad inflamatoria cronica. En adicion, al comparar nuestros indices de HTA nacional
con los mundiales nos damos cuenta que Latinoameérica, incluido México, posee los indices
mas altos de HTA, lo cual podria hablar de una susceptibilidad a nivel genético para
padecer este tipo de enfermedades; y a menos de que exista una mayor consciencia y

prevencion nacional, estaremos sentenciados a continuar con una alta prevalencia de HTA.

Al comparar las caracteristicas clinicas de la poblacibn HTA contra la poblacion control
divididas por su genotipo se encontraron diferencias significativas en todos los SNP
estudiados; sin embargo, la presencia del alelo C en el SNP intrénico rs11172113 actla
como alelo de riesgo al asociarse directamente con la presencia de HTA. Este SNP mostro
diferencia estadisticamente significativa entre las frecuencias de sujetos HTA contra CTRL,

ademéas de diferencias estadisticamente significativas en valores de GIM, TG, Agll y HDL.
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Por lo que se propone que la presencia del alelo C representa un mayor riesgo de sufrir
ECV en los pacientes HTA por una posible modificacién en los niveles de expresion del

receptor LRP1 asociadas a factores de riesgo de ECV.

En cuanto a los otros SNP estudiados se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en las caracteristicas clinicas, sin embargo no se encontré6 una asociacion

directa entre los genotipos y la HTA.

Nuestra similitud en al menos estos 5 SNP estudiados seria con la poblacion de Japén, la
cual también al igual que nuestro pais, posee indices elevados de HTA. La suma de
factores de riesgo genéticos, asociados a una alta disponibilidad en dietas “rapidas” ricas en

alto contenido caldrico, podria ser justificacion para este tipo de padecimientos.

En nuestra poblacion se tienen altos indices de dislipidemias e HTA, ya que a pesar de ser
un pais en vias de desarrollo, aun se cuenta con una pobre educacion alimentaria, una falta
de actividad fisica, y pocos cuidados de los factores de riesgo que conllevan este estilo de
vida; y a menos de que nuestra poblacion tenga una mayor consciencia y educacion en el

tema, se encuentra condicionado a sufrir este tipo de padecimientos.
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13.

Anexos

1. Extraccion de DNA por equipo comercial

El equipo comercial utilizado fue el Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega,

Wisconsin).

Tabla 20. Reactivos y cantidades a adicionar segun el tamafio de la muestra.

Anexo

Tamafio de | Solucion de lisis | solucion de precipitacion isopropanol | TE
muestra | celular | Nuclear proteinas
300 pl 900 ul | 300 ul 100 pl 300 pl 50 pl
1ml 3ml 1ml 330 ul 1 ml 50 ul
2ml 6 ml 2ml 667 ul 2ml 50 ul
3 ml 9ml 3ml 1ml 3ml 50 ul
10 ml 30 ml 10 ml 3.3 mil 10 ml 50 ul

Metodologia:

1.

a ~ 0N

10.

Por inversion mezclar la muestra con la cantidad necesaria de solucion de lisis
celular en tubos Falcon apropiados a las cantidades.

Incubar por 10 min a temperatura ambiente.

Centrifugar a 2500 rpm 10 minutos.

Descartar sobrenadante y vortexear pellet.

Agregar la solucion de lisis nuclear de acuerdo a la tabla y mezclar por inversion. La
solucion debe hacerse viscosa, si tiene cumulos incubar a 37°C hasta por 1 hora. Si
después de una hora siguen teniendo cumulos, agregar nuevamente solucion de
lisis nuclear (ojo, ver notas).

Agregar la solucién de precipitacion de proteinas y vortexear por 20 segundos. (ver
notas)

Centrifugar a 2500 rpm 10 minutos.

Recoger el sobrenadante en un tubo eppendorf nuevo y agregar la cantidad de
isopropanol puro de acuerdo a los volumenes de la tabla.

Centrifugar a 2500 rpm 10 minutos.

Descartar el sobrenadante por decantacion y agregar la misma cantidad que en el

paso 8, pero de etanol al 70%
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11. Centrifugar a 2500 rpm 10 minutos.

12. Decantar el etanol y dejar secar el pellet

13. Rehidratar el DNA con la solucion de kit o TE.

14. Almacenar a 4°C para su posterior lectura y ajuste.

NOTAS:

a) La sangre debe de estar en tubos con anticoagulante de citratos, EDTA o heparina.

b) Si después del paso 1 no se observa el pellet blanco y pareciera que solo hay
glébulos rojos, quitar el sobrenadante y repetir los pasos del 1 al 4.

c) Si en el paso 5 se adiciond nuevamente solucion de lisis nuclear, se tiene que

agregar un 21.2% mas de la solucion de precipitacion de proteina. (Total 121.2%)

74



2. Frecuencias mundiales de HTA reportadas

Figura 16. Porcentajes de Hipertension a nivel mundial
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Anexo

MEX, México; PAR, Paraguay; VEN, Venezuela, ALE, Alemania, ING, Inglaterra, GRE, Grecia, ITA,

Italia, ESP, Espafia, HCB, China, JPT, Japon, AFR, Africa.®
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