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RESUMEN

La hipertension arterial (HTA) es una enfermedad cronica, poligénica vy
multifactorial, es uno de los principales factores de riesgo para desarrollar aterosclerosis,
enfermedad cardiovascular, cerebrovascular y falla renal, que a su vez son importantes
causas de mortalidad en Mexico. Por otro lado, la aterosclerosis es una enfermedad
compleja crénica que se define como una respuesta local inflamatoria fibroproliferativa a
maultiples formas de lesion endotelial. Las lesiones endoteliales evolucionan y se van
complicando por el impacto de factores de riesgo entre los que se encuentra la hipertension y
la hipercolesterolemia.

Estos factores de riesgo alteran en primer lugar la funcionalidad del endotelio,
provocando un dafio directo, que facilita la entrada y retencién de LDL en el espacio
subendotelial. Una vez que la LDL queda retenida en la intima arterial, sufre modificaciones
como oxidacion y agregacion que facilitan la captacion de LDL por receptores celulares que
no estan regulados a la baja por las concentraciones intracelulares de colesterol. En las
células musculares lisas, monocitos y macrofagos, la proteina 1 relacionada con el receptor
de lipoproteinas de baja densidad (LRP1) es el principal receptor transmembrana
multiligando.

El objetivo de este estudio fue determinar la relacion entre el engrosamiento de la
intima media arterial y la hipertension arterial a través de la expresion especifica del LRP1
en monocitos humanos y el analisis de sus polimorfismos. En este trabajo se analiz6 a 201
sujetos mexicanos, 91 normotensos y 110 hipertensos. Se observd una sobreexpresion del
receptor LRP1 en monocitos de pacientes mexicanos hipertensos tanto a nivel de RNAm
como de proteina. Ademas, el valor promedio del grosor de la intima media fue superior en
los sujetos hipertensos y se asocid a la sobreexpresion de LRP1 en los monocitos circulantes
de estos pacientes. Por otro lado, la presencia del genotipo GG del polimorfismo rs1800164,
podria estar asociado con un incremento en el riesgo de padecer hipertension arterial en

nuestra poblacién de estudio.

Palabras clave: Hipertension arterial, aterosclerosis, expresion, polimorfismos, LRP1
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MARCO TEORICO

1.1 ATEROSCLEROSIS

La Aterosclerosis es una enfermedad compleja crénica que se define como una
respuesta local inflamatoria fibroproliferativa de multiples formas de lesion endotelial
[2]. Es la causa de la mayor parte de los episodios cardiovasculares entre los que
incluye la enfermedad arterial coronaria (EAC) y otras complicaciones de tipo vascular
(infarto cerebral, enfermedad vascular periférica) [3].

Se considera una enfermedad sistémica con componente de predisposicidn genética
que involucra alteraciones metabdlicas, tréficas e inflamatorias, sin descartar la
participacion de agentes inmunoldgicos e infecciones en su génesis [4, 5]. Es la
complicacion mas frecuente de otras enfermedades como diabetes [6], hipertension

arterial [7] y dislipidemia [8].

1.1.1 LESION ATEROSCLEROTICA
La aterosclerosis se caracteriza por el desarrollo de una placa fibrolipidica en la
superficie interior de la arteria [9]. Las arterias estan conformadas por tres capas (Figura
1) una capa interior o intima formada por células endoteliales, una capa intermedia
donde se encuentran células musculares lisas y fibras elasticas y una Gltima capa

exterior 0 adventicia rica en fibras elasticas y de colageno [10].

Capaexterna

Lumen

Capa media

Capaintima

Figura 1. Composicion de una arteria normal [11]
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Las alteraciones del endotelio se consideran como un proceso causal en el desarrollo
de las lesiones ateroscleroticas. Cuando se produce un dafio a nivel endotelial inducido
por diversos factores como tabaquismo, hipertension arterial, dieta alta en grasas y/o
azUcares se favorece la retencion de lipidos y células inflamatorias como monocitos en
la pared arterial [12], en este proceso se compromete la capacidad de las celulas
endoteliales para regular su funcion y mantener la homeostasis de la pared vascular
[13]. También el estrés oxidativo deriva a una disfuncion endotelial promoviendo una
proliferacion de células musculares lisas (CML), inflamacidn, activacion de plaquetas y

proteolisis de la matriz extracelular [14].

1.1.2  PROGRESION DE LESION ATEROSCLEROTICA

Varios estudios han puesto en evidencia que la aterosclerosis se inicia en la primera
década de la vida con la aparicion de “estrias grasas” denominadas asi por su aspecto
sub-endotelial, que aparecen inicialmente en las paredes de la aorta toracica, a manera
de pequefias placas confluentes amarillo-grisaceas conformadas por cumulos de
macrofagos que han fagocitado elementos lipidicos y constituyen las llamadas células
espumosas [9, 15].

Esta estria grasa puede evolucionar a una lesiéon intermedia o fibroadiposa, formada
por una extensa matriz de tejido conectivo fibroso y por CML que migran de la capa
media hacia la intima, aumentando el nimero de células espumosas y células T,
formando capas que pueden estabilizarse o progresar a lesiones mas complejas. (Figura
2).

Lumen >
L s

Media

I Etapatemprana > I Etapaintermedia >| Etapa avanzada >

Figura 2. Esquema de la progresion de la lesion aterosclerdtica [16]
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Uno de los principales factores que determina la formacion de la estria grasa es el
cimulo de colesterol de las lipoproteinas de baja densidad (c-LDL) en la pared
vascular, provocando una alteracion en la actividad bioldgica de la membrana,
aumentando el trafico de LDL a través del endotelio, estas lipoproteinas son
transportadas rapidamente y se unen a los proteoglicanos que conforman la matriz
extracelular [17, 18].

Para que las LDL puedan ejercer su potencial aterogenico, deben ser modificadas en
su estructura quimica, mediante la oxidacién de sus lipidos y de la apolipoproteina B-
100 (apo B-100), esta oxidacion se produce por radicales de oxigeno como el radical
super-6xido y otras formas reactivas de oxigeno [19]. Las LDL oxidadas (LDL-0x)
expresan moléculas de adhesion, la proteina 1 quimio-atrayente de monocitos (MCP-1)
y el factor estimulante de colonias de macréfagos (MCSF), los cuales van a facilitar la
migracion y adhesion de los monocitos al endotelio [20], una vez dentro del espacio
subendotelial los monocitos se diferencian a macrofagos. Este cambio quimico que
sufren las LDL permite que estas lipoproteinas sean captadas por los macréfagos
mediante endocitosis mediados por receptores no regulados como los receptores tipo
basurero (scavenger) (SRBI/I1 y SRAI/II) transformandolos en células espumosas [21].

La Figura 3 esquematiza la funcién de las LDL en el proceso de formacion de

ateromas.
s Plaquetas
ey LDI_.
if_ fﬁ}‘\. nativa .\ “\*‘

=
o Células
endoteliales

1 Citotoxicidad i;:l:,g Estri

: strias

Monocito - LDL -0x

“activadoC :) SAses Espacio

/ TR {J é%_ﬁ\ subendotelia

Macréfago \3:1‘ ﬁéﬁ c;:is ﬁ—\/—':g

espumosas

Células
musculo
liso

Figura 3. Funcién de las LDL en la aterosclerosis [22]
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La estria grasa puede avanzar hasta la formacion de placa ateromatosa o bien puede
involucionar. El progreso de la lesion depende de la proliferacion de CML y de la
acumulacién lipidica en macréfagos [23].

La placa fibrosa o lesién complicada tiene una cubierta fibrosa de espesor variable
formada por varias capas de musculo liso y tejido conectivo con alto contenido de
fibras col&genas, fibras elésticas y proteoglicanos. Por debajo de esta cubierta se
encuentra tejido conectivo menos denso y cumulo de células espumosas llenas de

lipidos y células T, ésta cubierta es la responsable de dar la estabilidad a la placa [24].

La Figura 4 representa la formacion de la estria grasa con la participacion de
diversas citocinas como IL-1, IL-2, IL-12, IL-18, Interferon—gamma (INF-y) y factores
de crecimiento como el factor de necrosis tumoral —alfa (TNF-a), FGF (factor de
crecimiento de fibroblastos), IGF-1 (factor de crecimiento tipo insulina), que favorecen
la acumulacion de lipidos en el espacio sub-endotelial, la proliferacion celular y la

consecuente disminucion del lumen arterial [25].

@ Monacito

Endotelio LDL HDL vep1 >
; 4 icam-1- @ voau-t

el Kol kel Keliel Kol el Kel Kol el iel el

HO- LDL t !
%™ o m_—_' LDLmm
~00NO l @ Monocito

[MEC]
]‘ntima LDLoX ——

Proliferacian Citocinas
—+| Factores ‘\LDLOX
de crecimiento|«— 4— Macréfago

Migracio’n‘\ Célula espumosa
Madia e e oL

Fenotipo sintético  Fenotipo contractil

Figura 4. Esquema de la formacion de placa ateromatosa [26]
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1.1.3 GROSOR DE LA iNTIMA MEDIA ARTERIAL

La intima-media arterial esta representada por el &rea de tejido que inicia desde el
borde luminal de la arteria y termina en el limite entre la media y la adventicia. El
engrosamiento de la intima-media puede generarse por aterosclerosis, presion arterial
alta y factores genéticos [27].

El grosor de la intima media (GIM) se puede visualizar por ultrasonido o por
ecotomografia de las paredes de la arteria carotida a través de una imagen longitudinal y
se define como un patron de lineas dobles paralelas que corresponden a los limites de
interfaz lumen-intima y media-adventicia [28].

La presencia de placa en las arterias se define como una estructura focal que
irrumpe el lumen arterial al menos 0.5mm o el 50% del valor del grosor de la intima
media adyacente 0 un grosor de 1.5mm medido desde el interfaz de la media-adventicia
a la interfase intima-lumen [29] (Figura 5).

GC 1245 2011Sep13 10:36
IMT Derecha ACC

Anter D
Later P
Later D
PosterP
PosterD
IMT 1
IMT 2
Placa

Placa 1
Placa 2

- Anter P Media 0,931mm Max. 1,028mm Ahch 8,0mm

Grafica 5. Ecografia arterial: vista longitudinal de la arteria carétida comiin con engrosamiento de la
intima media

Se ha demostrado previamente la asociacion del GIM con aterosclerosis [31, 32],
con factores de riesgo cardiovascular [33] y con prevalencia de enfermedad
cardiovascular [34-36]. Por ello, se ha propuesto que el GIM es una medicion ideal

para el diagndéstico de aterosclerosis [37]
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1.1.4 FACTORES DE RIESGO DE ATEROSCLEROSIS

Los factores de riesgo que tienen una fuerte asociacion con la aterosclerosis son los
antecedentes familiares de enfermedad aterosclerosa, niveles de colesterol total (CT) y
c-LDL elevados [38], colesterol de las lipoproteinas de alta densidad (c-HDL)
disminuido, edad, género masculino, sedentarismo, tabaquismo e hipertension arterial
(HTA) [39-41].

En nuestro estudio se considera a la hipertension arterial como un factor de riesgo
por su asociacion al desarrollo de aterosclerosis y al incremento de la morbilidad y
mortalidad de diversas enfermedades vasculares a nivel cerebral, cardiaco, renal y
periférico, debido a la disfuncion endotelial e hipertrofia de la musculatura vascular
[42].

1.2 HIPERTENSION ARTERIAL

La hipertension arterial (HTA) es una enfermedad cronica caracterizada por un
incremento continuo en las cifras de presidn sanguinea en las arterias [21] (Tabla 1 y 2),
su diagnostico es facil de determinar. La hipertension se ha asociado a tasas de
mortalidad notablemente elevadas por lo que esta considerada como un problema
importante de salud publica.

La hipertension arterial cronica se considera un factor de riesgo para el desarrollo de
EAC [43, 44]. La HTA produce cambios en el flujo sanguineo de manera silente a nivel
macrovascular y microvascular. La hipertension arterial ademés de tener un
componente genético [45], tiene un componente dietético muy importante en relacion

con la ingesta de sal y edulcorantes [46, 47].

1.2.1 CLASIFICACION
De acuerdo a la Asociacion Norteamericana del Corazén en el Séptimo Reporte del
Comité Nacional Conjunto de Prevencion, Deteccion, Evaluacion y Tratamiento de la
Hipertension Arterial (JNC7, por sus siglas en inglés) [48], la clasificacion de la

hipertension esta basada en el promedio de mas de dos medidas de presién arterial en
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posicion sentado, de acuerdo a esto ha dividido a la Hipertensién en estadios 1 y 2,

como se muestra en la Tabla 1. ElI INC7 ha definido la presion sanguinea normal como

< 120 y < 80 mmHg. Los niveles intermedios, 120 a 139 y 80 a 89 mmHg, estan

definidos ahora como pre-hipertension [49].

Tabla 1. Clasificacion de Hipertensién arterial por la JNC7

Nivel de Presion Arterial (mmHg)

Hipertensién estadio 2

<120

Categoria Sistolica
Normal
Pre-hipertension 120-139

y
0

Hipertension arterial
Hipertensién estadio 1 | 140-159

0

6

Diastoélica
<80

80-89

90-99
>100

Existe otra clasificacion para la Hipertension arterial segun los criterios de la

Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en donde la hipertension arterial se

estratifica en leve, moderada, severa y sus subgrupos. La Tabla 2 muestra la

clasificacion de la hipertension segun la Organizacién Mundial de la Salud OMS.

Tabla 2.

Clasificacion de presion arterial segiin la OMS, 1999
Categoria Sistolica Diastolica
(mmHg) (mmHg)
Optima <120 <80
Normal <130 <85
Normal alta 130-139 85-89
Grado 1, hipertension leve 140-159 90-99
Subgrupo: limitrofe 140-149 90-94
Grado 2, hipertensién moderada 160-179 100-109
Grado 3, hipertension severa =180 >110
Hipertension sistolica aislada >140 <90
Subgrupo: limitrofe 140-149 <90
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La presion arterial es producto tanto del gasto cardiaco como de la resistencia
vascular sistémica, por lo tanto, los factores determinantes de la presion arterial afecta
al gasto cardiaco, asi como a la estructura y fisiologia de las arterias. La HTA perjudica
muchos 6rganos en cuanto a su estructura y funcion, entre los principales 6rganos
diana se encuentra el sistema nervioso central, arterias periféricas, corazon y rifiones
[48].

En el mundo, las enfermedades cardiovasculares son responsables de
aproximadamente 17 millones de muertes por afio, casi un tercio del total [50]. Entre
ellas, las complicaciones de la hipertension causan anualmente 9,4 millones de muertes
[51]. Las hipertension es la causa de por lo menos el 45% de las muertes por

cardiopatias y el 51% de las muertes por accidente cerebrovascular [50].

1.2.2 DIAGNOSTICO

La presion arterial se basa en dos medidas, la primera es la presion arterial sistélica
que se refiere a la presion en las arterias durante un latido cardiaco y la segunda
corresponde a la presion arterial diastolica referida a la presion entre dos latidos [52].

La deteccion de la hipertension arterial requiere de la medicion de la presion arterial
con una técnica apropiada que considera algunos elementos: hay que asegurarse de que
el paciente haya descansado por lo menos 5 minutos antes de la medicion, el paciente
debe estar sentado con el brazo apoyado al nivel del corazén y sin haber fumado o
consumido cafeina en los 30 minutos previos a la toma de la presion, se iniciara la
medicion preferentemente con un esfigmomandmetro de columna de mercurio. Se
realizan 2 0 mas mediciones de la presidn separadas aproximadamente por 2 minutos y
se promedian las presiones [48].

El diagndstico de hipertension arterial se establece con la elevacion sostenida de la
presion arterial sisttmica con cifras iguales o superiores de 140/90 mmHg. Es
conveniente tomar la presion arterial 2 veces en cada consulta, al menos en tres

consultas con un intervalo semanal como minimo [53].
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1.2.3 TRATAMIENTO

El tratamiento para la hipertension arterial no solamente se basa en parametros
farmacologicos sino también en cambios en el estilo de vida. En el tratamiento
farmacologico se utilizan inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina
(IECA), antagonistas de receptores de angiotensina Il (ARA 1), beta-bloqueadores que
afectan los canales de calcio, entre otros farmacos [54, 55]

Complementariamente al tratamiento farmacoldgico se recomienda una
alimentacion con elevacion en la ingesta de potasio, calcio y magnesio, la reduccion del
consumo de sal, de grasas saturadas [56, 57], de bebidas alcohdlicas [58], cesar el
consumo de cigarrillos e incrementar la actividad fisica [59-61].

1.3 PARTICIPACION DE RECEPTORES EN ATEROSCLEROSIS

En los tres tipos celulares que participan dinamicamente en el desarrollo y progreso
de la lesion celular: endotelio, monocito-macréfago y las células musculares lisas
existen receptores que captan lipidos o sus derivados que contribuyen a la formacion de
la placa aterosclerética [24].

Entre los receptores se encuentran receptores basurero “scavenger” (CD36 y SR-
BI/Il, SR-AI/II) y los miembros de la familia del receptor de LDL (rLDL) que actGan
como traductores de sefiales intracelular y juegan un papel importante en el transporte
del colesterol celular. El receptor “Low density lipoprotein receptor-related protein”
LRP1 es un miembro de la familia del receptor de las LDL que se une a varios ligandos
relacionados con el metabolismo de lipidos y lipoproteinas [62].

El mecanismo de entrada de colesterol hacia las células vasculares por estos
receptores facilita en gran medida la formacién de células espumosas en la pared
vascular [24]. Si bien en el macréfago la captacion de LDL modificada tiene lugar por
multiples receptores “scavenger” [63], en las células musculares lisas, la proteina 1
relacionada con el receptor de lipoproteinas de baja densidad (LRP1) es el principal
receptor transmembrana multiligando [64] perteneciente a la familia de LDLR

implicado en la captacion de LDL modificada (LDL-mod) por agregacién [65].
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1.4 RECEPTOR LRP1
El receptor “Low density lipoprotein receptor-related protein” (LRP1) es una
proteina que se localiza en la membrana plasmatica de las células que participan en

endocitosis mediada por el receptor [1], este receptor esta representado en la Figura 6.

Figura 5. Receptor LRP1[66]

Esta proteina en los humanos esta codificada por el gen LPR1 localizado en el
cromosoma 12 (Figura 7) en la posicion 12913-g14, compuesto de 90 kb y comprende
89 exones[1].

Cromosoma 12 - NC_000012.11

12413

12914
12415

1zazt [ 57449426 [ 57634545
12422 , )
12923 F N

a1 THEML 34A STATE LRRL § SHHTZ

12324.2 KAE2 MIRLZZE - NARH4

12324.3 HDUFR4L2

Figura 6. Localizacion cromosomica del gen LRP1[1]

Este receptor se le conoce con varios nombres: receptor de lipoproteina de baja
densidad relacionado con la proteina 1 (LRP1), receptor alfa-2-macroglobulina
(A2MR), receptor de apolipoproteina-E (APOER), CD91 y CEDL1 [67, 68].
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El LRP1 se sintetiza como precursor de una glicoproteina transmembranal de 600-
kD que se escinde por la furina para generar una subunidad de 515-kD alfa y una
subunidad beta de 85-kD (ver Figura 8) [67, 69]. Las subunidades alfa y beta asociadas
no covalentemente permanecen unidas durante el transporte del LRP1 a la membrana
celular [70].

LRPY

S15 kDa
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Transcriptiona /
regulation
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Nucleus

Figura 7. Sintesis de LRP1 (Nature Reviews) [71]

La proteina codificada por este gen es un receptor endocitico para mas de 40
ligandos incluyendo multiples proteasas, que participa en varios procesos celulares,
incluyendo sefializacion intracelular, homeostasis de lipidos y aclaramiento de las
células apoptéticas [67, 72]. Ademas, la proteina codificada es necesaria para el
aclaramiento de alfa-2-macroglobulina (A2M), precursor de amiloide y beta-amiloide,
principales componentes de las placas amiloides encontradas en los pacientes de
Alzheimer. La expresion de este gen disminuye con la edad y se ha encontrado niveles
bajos de expresion en el tejido cerebral de pacientes con Alzheimer [73].

El LRP1 tiene cinco dominios: el dominio de unién a ligando que media la unién a
apoB100 y apoE, el dominio de homologia para precursor del factor de crecimiento
epidérmico (EGF), dominio de azucar unido a oxigeno, un dominio transmembrana que

asegura el anclaje del LRP1 a la membrana plasmatica.
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Y un dominio citosélico que contiene la secuencia NPXY caracteristica para
interactuar con dominios de fosfotirosina de union a proteinas celulares importantes para

la endocitosis de LDL y su transporte intracelular subsecuente [74-76] (Figura 9).

Ligand Binding Type Repeat

EGF Repeat LRP1

YWTD B-propeller

O-Linked Sugar Domain

Transmembrane Domain

- G o &P

NPxY motif

LDLR ApoER2

Figura 8. Receptores de la familia de las LDL y sus dominios (Rebeck, et al, 2006) [77]

Experimentalmente se ha observado que la hipercolesterolemia incrementa la
expresion del LRP1 en la pared vascular [65]. A diferencia del receptor de LDL
(rLDL), el LRP1 no se regula a la baja por el aumento de la concentracién de colesterol
intracelular. Aunque es claro que la expresion del LRP1 estd elevada en las placas
aterosclerdticas avanzadas [64, 78], poco se conoce acerca de la sobre-regulacion del
LRP1 durante la progresion de la lesion aterosclerotica.

Se ha descrito que el LRP1 esta sobre-expresado en placas ateroscleroticas tanto en
modelos animales como en modelos humanos [78-80]. Ademaés la expresion del gen
LRP1 esta incrementada en celulas mononucleares de pacientes con obstruccion
coronaria [81, 82]. En los macréfagos el LRP1 también contribuye a la captacion de

LDL modificada por agregacion [83, 84].
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La expresion del LRP1 en monocitos puede ser modulada por diversos factores, un
grupo de investigacion ha referido que la dieta mediterrdnea modula la expresion de
diversos genes involucrados en procesos aterosclerdticos entre ellos el LRPI,
describiendo que el consumo de aceite de oliva impide la sobreexpresion en monocitos
del LRP1 en una poblacion con alto riesgo cardiovascular [85].

Asimismo, se ha descrito que pacientes diabéticos con un buen control de glicemia
sobreexpresan genes anti-inflamatorios y anti-apoptéticos, reduciendo la progresion de
aterosclerosis, por lo tanto la glicemia también modula la expresién en monocitos del
LRP1 [86]. A pesar que se ha resefiado el efecto de la angiotensina Il (Angll) en la
sobreexpresion del LRP1 en células musculares lisas vasculares (CMLV) humanas
[87], asi como el papel que desempefia la hipercolesterolemia y la hipertension
(factores de riesgo cardiovascular) en la modulacion de la expresion del LRP1 en el
miocardio [65, 87, 88], el efecto que tiene la hipertension sobre la expresion del LRP1

en monocitos humanos, ain no ha sido descrita.

1.5 POLIMORFISMOS DEL LRP1

La aterosclerosis y la hipertension son desérdenes complejos multifactoriales que
resultan de la interaccion entre factores genéticos y medio ambientales [89, 90]. Los
factores genéticos juegan un papel muy importante en la patogénesis de casi todas las
enfermedades, tomando en cuenta que existe un gran componente genético asociado a
la aterosclerosis [91, 92] y a la hipertension [93, 94], es de consideracién el analisis de
variantes génicas involucradas en estas patologias.

El gen del LRP1 se ha asociado a procesos inflamatorios [95, 96]. La inflamacion es
una caracteristica molecular de la aterosclerosis [97] y de la hipertension [98].

Se han descrito alrededor de 2214 polimorfismos de un solo nucleétido (SNP’s )
para el gen del LRP1, varios de estos SNP se han relacionado a diversas enfermedades
como Sindrome de Alzheimer [99], esquizofrenia [100], migrafia [100], deterioro
cognitivo [101, 102], cancer de seno [103], alergias alimentarias [104] y eventos

cardiovasculares [105-108].
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Pero existen pocos estudios que determinen la influencia de SNP de este gen en la
aterosclerosis y la hipertension, y no existe ningun estudio en poblacién mexicana.

Para distinguir al SNP y su asociacion con enfermedades similares a HTA, se
seleccionaron 5 polimorfismos de acuerdo al alelo menos frecuente (AMF) que se
detallan en la Tabla 3.

Tres polimorfismos se encuentran en region intronica, el SNP rs11172113 entre los
exones 1y 2, el rs1466535 entre los exones 2 y 3, el rs1800164 entre los exones 83 y 84
y dos polimorfismos en region exoénica, el rs1800194 en el exon 22 y el rs1140648 en

el exdn 61 estos 2 SNP son sinénimos.

Tabla 3. Polimorfismos seleccionados

Cambio de Consecuencia Alelo Localizacion .,
SNP Nucleétido funcional Ancestral (chr 12) Localizacion AMF
rs11172113 Mutacion Intrénica _
€.67+4469 T>C T>C silenciosa C 57133500 (exon1-2) C=0,389
rs1466535 Mutacion Intrénica ~
€.191-687 G>A G>A silenciosa c 57140687 (exon2y 3) A=0,272
rs1800194 ) .
€.3546 C>T TGC>TGT Cys>Cys C 57173979 Ex6n 22 T=0,405
rs1140648 ) )
c.9783G>A ACA>ACG Thr>Thr G 57199318 Exo6n 61 G=0,452
rs1800164 Mutacion Intrénica _
€.12916+140A>G A>G silenciosa a 57211019 (ex6n 83 y 84) G=0,494

SNP: polimorfismo de un solo nucle6tido; C:citosina; T:timina; A:adenina; G:guanina; Cys: cisteina; Thr:treonina, AMF:
alelo menos frecuente.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La aterosclerosis actualmente es considerada una enfermedad de salud publica por
su comportamiento silencioso y su estrecha relacion con la enfermedad arterial coronaria,
que constituye la primera causa de muerte en México (INEGI, 2010). Esto ha generado
desde hace mucho tiempo el interés de estudiar con mayor detenimiento y profundidad
diversos factores asociados a patologias cardiacas.

El interiorizar en el estudio de la aterosclerosis desde el punto de vista bioquimico y
genético proporcionara una vision de lo que sucede a nivel fisiologico y clinico, a su vez se
podra analizar y valorar la repercusion a nivel social y econémico.

El propdsito de estudiar la aterosclerosis como enfermedad de salud publica desde
un foco bioquimico-genético es contribuir al estudio tanto en la desaceleracion de la
progresion de la enfermedad como en la prevencion de la misma y proporcionar a largo
plazo una mejor calidad de vida en la poblacion.

Muchos estudios se han enfocado en buscar marcadores prondsticos y diagndsticos,
asi como también el estudio de diversos factores de riesgo, que permitan abordar de una
mejor manera a la enfermedad. Un posible marcador es el receptor LRP1, a pesar de que se
ha descrito el papel que desempefia en el proceso aterosclerético, el efecto que tiene la
hipertensién (factor de riesgo) sobre el LRP1 ain no es del todo claro. Por lo que se
considera de suma importancia investigar la funcion que desempefia el LRP1 sobre la

aterosclerosis en pacientes con hipertension arterial.
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JUSTIFICACION

La investigacion epidemioldgica en los ultimos afios ha establecido un incremento
en el nimero de factores de riesgo comunes en pacientes que presentan enfermedad
cardiovascular [116]. La presencia de uno o varios de estos factores incrementa la
incidencia de enfermedad arterial coronaria (EAC) y promueve la manifestacion de la
enfermedad a una edad temprana, una vez que la patologia aterosclerética es clinicamente
aparente contribuyen a acelerar su progresion [116, 117].

La hipertension arterial (HTA) es un factor de riesgo de EAC, cuya importancia ha
sido demostrada en diversas poblaciones y su prevalencia mundial es muy alta [42]. La
HTA se caracteriza por un aumento en la resistencia vascular periférica, esta alteracion en la
presion arterial favorece al desarrollo de EAC [54]. La EAC ocupa actualmente los
primeros lugares de causas de morbilidad y mortalidad en México con un 25% de las
muertes registradas [118], afectando principalmente a las personas de edad adulta. Los
cambios estructurales pueden ser un fendmeno de adaptacion, en el cual la pared arterial se
engruesa en respuesta al aumento en la presion arterial [119] y como consecuencia, la
hipertension predispone al individuo a enfermedades cardiovasculares como: infarto al
miocardio, accidente vascular cerebral, falla renal y aceleracién de la ateroesclerosis[120,
121].

Debido a que el LRP1 se une a varios ligandos incluyendo lipoproteinas nativas y/o
modificadas, es un receptor sumamente importante en la captacion e internalizacién de las
LDLs responsables de la formacion de células espumosas derivadas de macréfagos y
celulas musculares lisas [84, 86].

La utilizacion de monocitos para el estudio clinico de la expresion del LRP1 se
justifica por su papel crucial en el proceso inicial de la aterosclerosis, debido a que las
lesiones ateroscleréticas comienzan con una adhesion de los monocitos que migran a la

pared arterial como una respuesta inflamatoria a la acumulacion de LDL modificadas [126].
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Ademas tiene la ventaja de que estas células debido a su facil acceso y a su
extraccion no invasiva pueden utilizarse como herramienta diagndstica [127]. La
accesibilidad de las células mononucleares circulantes las hace muy utiles en la bdsqueda
de biomarcadores de enfermedad cardiovascular [127, 128].

Por lo anterior, el estudio de los mecanismos de la expresion LRP1 por diferentes
factores pro-aterogénicos como la hipertension arterial servird para entender la regulacion
transcripcional de este importante receptor, y permitira una deteccion temprana y una mejor
estratificacion del riesgo cardiovascular, con lo que el clinico puede actuar de manera
inmediata enfocandose en un tratamiento preventivo evitando el desarrollo y/o

complicaciones de estas patologias.
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OBJETIVOS E HIPOTESIS

4.1 OBJETIVO GENERAL
Determinar la relacion entre el engrosamiento de la intima media arterial y la
hipertension arterial a través de la expresion especifica del LRP1 en monocitos
humanos de sangre venosa de pacientes mexicanos con hipertension y el analisis de sus

polimorfismos.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Establecer la asociacion de la expresion del receptor LRP1 y el grosor de la intima
media (GIM) en pacientes con hipertension arterial.

2. Establecer si existe una correlacion entre las 5 variantes genéticas seleccionadas del
LRP1 con los niveles de expresion del LRP1 en pacientes con hipertension arterial.

3. Buscar asociaciones entre los distintos polimorfismos del LRP1 con los parametros
clinicos y bioquimicos.

4. Comparar las frecuencias genotipicas y alélicas del gen LRP1 de la poblacién

mexicana con otras poblaciones previamente reportadas.

4.3 HIPOTESIS
Si el receptor LRP1 modula la respuesta inflamatoria asociada con la hipertension y
el GIM; se espera encontrar en los pacientes hipertensos un GIM aumentado, una
sobreexpresion del LRP1 en los monocitos extraidos de sangre periférica, asi como

también una alta frecuencia del alelo menor en cada una de las 5 variantes estudiadas.
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METODOLOGIA

5.1 TIPO DE INVESTIGACION

Estudio de casos y controles

5.2 TAMANO DE MUESTRA
El tamafio de la muestra fue calculado de acuerdo a proporciones de muestras
independientes tomando en consideracion una incidencia del gen LRP1
aproximadamente de 0.08 en los casos y de 0.02 en los controles con una A=0.06, con

un poder estadistico del 95% p<0.05.

—2
poqo{muﬁ p'q'}

pPoqo

n= .
(pi—-po)®

N= 79 sujetos

5.3 POBLACION Y MUESTRA
Se estudiaron a 201 sujetos que acudieron a consulta externa en el Instituto Nacional
de Cardiologia “Ignacio Chavez”, de los cuales 91 fueron normotensos y 110

hipertensos.

5.4 CRITERIOS DE SELECCION
5.4.1 CRITERIOS DE INCLUSION
A) GRUPO CONTROL
e Presion normal hasta 120/80mmHg.
e Ser mexicano de nacimiento.

e Estar de acuerdo en participar en el protocolo de investigacion.
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B) GRUPO HIPERTENSOS

5.4.2 CRITERIOS DE EXCLUSION

Presion arterial >140/90mmHog.

Ser mexicano de nacimiento.

Estar de acuerdo en participar en el protocolo de investigacion.

A) GRUPO CONTROL

Tener antecedentes de enfermedad cardiovascular.

Tener diabetes tipo 1 o diabetes tipo 2.

Padecer alguna enfermedad cronica degenerativa.

B) GRUPO DE HIPERTENSOS

5.4.3 CRITERIOS DE ELIMINACION

Estar bajo tratamiento con medicamentos hipolipemiantes.

Tener diabetes tipo 1 o diabetes tipo 2.

Padecer alguna enfermedad crdnica degenerativa.

\Volumen de sangre total insuficiente.

Muestras hemolizadas.

Cantidad de (monocitos) menor a 2x10° células en 10 ml de sangre.

Cantidad de RNA y proteina insuficiente.

5.5 VARIABLES

Género

Edad

Peso

Estatura

indice de masa corporal (IMC)
Presion arterial

intima media arterial

Colesterol total
Triglicéridos
Colesterol-HDL
Colesterol-LDL
Angiotensina Il
Expresion del LRP1
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5.6 DEFINICION DE VARIABLES

Género: el del nombre que puede ser acompariado por atributos femeninos y
gue no es comun ni epiceno. Lo mismo con los atributos masculinos.

Edad: tiempo que una persona ha vivido, a contar desde que nacio.

Peso: peso corporal en kg de una persona.

Estatura: altura en cm de una persona desde los pies a la cabeza.

indice de Masa Corporal (IMC): formula que calcula la grasa corporal a
través del peso y de la altura.

Presion Arterial: presion que ejerce la sangre circulante sobre las paredes de
los vasos sanguineos.

Grosor de la intima media arterial: corresponden a los limites de interfaz
lumén-intima y media-adventicia.

Colesterol total: concentracion de colesterol total en sangre.

Triglicéridos: concentracion de triglicéridos en sangre.

Colesterol-HDL: concentracion de colesterol en las lipoproteinas de alta
densidad en sangre.

Colesterol-LDL: concentracién de colesterol en las lipoproteinas de baja
densidad en sangre.

Angiotensina II: concentracion de angiotensina Il en sangre.

Expresion LRP1: expresion del gen LRP1 representa la informacion codificada

por los &cidos nucleicos que se esta transformando en proteina.

La Tabla 4 muestra la definicion y la operacionalizacion de las variables implicadas

en el estudio, por otro lado en el Cuadro 1 se puede apreciar la interrelacion de las variables

que proporcionan una orientacion adecuada para la investigacion.
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Tabla 4. Definicion y operacionalizacion de variables

VARIABLE DEFINICION DIMENSION INDICADOR ESCALA
Esta dado por atributos femeninos % de pacientes
- y que no es comun ni epiceno. Lo Masculino varones A
CELERS mismo con los atributos = - % de pacientes el
p emenino :
masculinos. mujeres
EDAD . 'I_'lempo gue una persona ha_ . Afios Promedio de edad Cuantitativo
vivido, a contar desde que nacid.
. 2 % pacientes
19-25 kg/m normal
g 2 % pacientes con
El IMC (indice de masa corporal) 2 g sobrepeso
INDICE DE MASA es una formula que calcula la 31-35 ka/m? % pacientes con Cuantitativo
CORPORAL (IMC) grasa corporal a través del peso y 4 obesidad grado |
de la altura : 2 % pacientes con
Bl obesidad grado Il
2 % pacientes con
= 40kg/m obesidad morbida
Norma:120/80

PRESION ARTERIAL

GROSOR DE LA INTIMA MEDIA

COLESTEROL TOTAL

TRIGLICERIDOS

c-HDL

c-LDL

ANGIOTENSINAII

Presion que ejerce la sangre
circulante sobre las paredes de los
vasos

Limites de interfaz lumén-intima
y media-adventicia.

Concentracién de colesterol en
sangre

Concentracién de triglicéridos en
sangre

Concentracion de Colesterol-HDL
en sangre

Concentracion de Colesterol-LDL
en sangre

Concentracién de angiotensina Il

Prehipertesion:
120-139/80-89
HTA grado 1:
140-150/90-99
HTA grado 2:
>160/>100mmHg

Normal: hasta
1,5mm

Hasta 200 mg/dI

Hasta 150 mg/dI

Normal: > 40
mg/dl

Normal: hasta 130
mg/dl

Normal: 0,01 -0,25
pmol/ml

Presion arterial de
cada persona.
Promedio de la
presién arterial en
la comunidad

% de pacientes
con grosor de
intima media
normal y alto

% de pacientes

con concentracion
de colesterol
normal

% de pacientes

con colesterol alto

% de pacientes

con concentracion
de colesterol
normal

% de pacientes

con concentracion
de col-HDL

normal, bajo y

alto

% de pacientes

con concentracion
de col-LDL

normal, bajo y

alto

% de pacientes

con concentracion
de angiotensina Il

Cuantitativo

Cuantitativo

Cuantitativo

Cuantitativo

Cuantitativo

Cuantitativo

Cuantitativo

en sangre normal, bajo y
alto
) Es la expresion del gen de & dgeelxg;(re]swn
EXPRESION LRP1 acuerdo a la cantidad de RNAm y Cuantitativo
. LRP1IRNAM y
de proteina proteina
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VARIABLE INDEPENDIENTE CAUSAL

GROSOR DE LA INTIMA MEDIA VARIABLE DEPENDIENTE

EXPRESION DEL LRP1

ARTERIAL
COLESTEROL TOTAL
TRIGLICERIDOS
COL-HDL GENERO
k COL-LDL | EDAD
Y IMC
PRESION ARTERIAL
VARIABLES ANGIOTENSINA I
EXPLICATIVAS
VARIABLES
INDEPENDIENTES NO
CONTROLADAS

Cuadro 1. Interrelacion de variables

5.7 DISENO EXPERIMENTAL

5.7.1 TOMA DE MUESTRA
Las muestras de sangre se obtuvieron por puncién venosa de todos los sujetos,
después de 12 horas de ayuno en tubos con acido etilendiaminotetracetico sodico
(EDTA-Na) y sin aditivo. De un tubo con EDTA-Na inmediatamente se separd el
plasma mediante centrifugacion para la determinacion del perfil lipidico; de otros 3
tubos se hizo la separacion de monocitos. De otro tubo se obtuvo la fase leucocitaria

para la extraccion de DNA.

5.7.2 DETERMINACIONES ANTROPOMETRICAS ESTANDARIZADAS
A) ESTATURA
La estatura se determind en metros (m), se realizé con un tallimetro Healht o meter
(Bridgeview, lllinois, USA. Patent: 4,083,4184,196,521) calibrado. Se utiliz6 como
referencia el plano de Frankfort (borde inferior de la Orbita del ojo en el mismo plano

horizontal que el meato auditivo externo, formando un &ngulo de 90°).
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Para esta determinacion las personas permanecieron descalzas y sin medias,
manteniéndose de pie de manera que sus talones, gluteos y cabeza estaban en contacto
con la superficie del tallimetro.

El angulo del tallimetro se deslizd hasta tocar la cabeza aplicando una firme pero
suave traccion hacia arriba a nivel de la apdfisis mastoides, evitando que levanten los

talones.

B) PESO

El peso se determin0 en kilogramos, la persona estaban en ropa interior (luego se
determind el peso de la ropa interior para sustraerlo individualmente antes de procesar
los datos), para efecto se utilizd una balanza Health o meter (USA. Patent 4,083,418
4,196,521) debidamente calibrada.

C) PRESION ARTERIAL

La presion arterial se determind con un esfigmomandmetro de columna de mercurio
marca Tycos modelo DS44 (SN 080508143361) de Welch Allyn y un estetoscopio
profesional de Welch Allyn (REF. 5079-135). La técnica de toma se basé en las
recomendaciones del “VII Comité Nacional Conjunto para la Prevencion, Deteccion,
Evaluacion y Tratamiento de Hipertension Arterial” (VII JNC): en donde el paciente
debe permanecer en reposo como minimo 5 minutos, sentado en una silla con espaldar.

El manguito del tensiometro (ancho para adulto) cubrié gran parte del brazo. El
brazalete se coloca de tal manera que la parte inflable cubra perfectamente a la arteria
humeral del brazo derecho; el acoplamiento fue correcto sin prendas de vestir
interpuestas. Se coloco el brazalete a 4cm por encima del pliegue del codo, se palpo el
pulso de la arteria humeral donde se colocé la membrana del estetoscopio a 2cm sobre
el pliegue del codo y el manguito se insuflé con suficiente presion para ocluir por
completo a la arteria, luego se desinflo a una velocidad de unos 2-3mmHg/seg.
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Se determind la presion por el método auscultatorio. Se registr6 como presion
sistolica al inicio de la fase | de la escala de Korotkoff y como presion diastolica al final
de la fase V. Se efectlio una sola determinacion, pero se repite a los 10 minutos en los
casos que supera 140/90 mmHg. Se utiliz6 como valor de corte una presion sistolica

>140 mmHg y/o una presion diastélica > 90mm Hg (22).

D) INDICE DE MASA CORPORAL

El IMC se calcul6 mediante la formula:

_ Peso[Kg]
~ (Estatura)? |m?|

5.7.3 DETERMINACIONES BIOQUiMICAS
Las concentraciones de colesterol total y triglicéridos (CT y Tg) en sangre se
determinaron por métodos enzimaticos colorimétricos comerciales. EI c-HDL se midi6
en el sobrenadante después de haber precipitado a las lipoproteinas que contenian Apo
B, por el método de precipitacion con fosfotungstato de magnesio. El c-LDL se calculd
con la formula de Friedewald (1972). Los niveles de Ang Il se determinaron mediante

electroforesis capilar [122].

5.7.4 MEDICION DE LA INTIMA MEDIA ARTERIAL
La determinacion del grosor de la intima media (GIM) de la arteria carétida de los
sujetos control y de los sujetos con hipertension con y sin tratamiento se realiz6 por
ultrasonografia. El escaneo y la medicion de las arterias carétidas fueron realizadas por
un médico especializado en sonografia, se utilizé un transductor con una resolucion
lateral y axial. Las placas se definieron como engrosamientos focales de GIM con una

altura 21.2mm o superior al 50% del GIM adyacente.,
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Se realiz6 una exploracién en los tres segmentos principales de las arterias carotidas
extracraneales: arteria cardtida comun, bifurcacion carotidea y arteria cardtida interna
tanto del lado derecho como del izquierdo. El valor del GIM se determin6 con el
promedio de cada segmento en ambos lados. Se realizaron cinco mediciones a 1cm en
el extremo proximal de la carétida interna. Ademas se evalud la presencia de placa en

bulbo, y en los segmentos de la carétida interna.

5.7.5 SEPARACION DE MONOCITOS
Para la obtencién de monocitos se utilizd sangre total recolectada en tubos con
EDTA-Na después de 12 horas de ayuno. Los monocitos se obtuvieron a partir de la
capa leuco-plaquetaria que se generd después de la centrifugacion de sangre total entre

el plasma y eritrocitos (Anexo 1)

5.7.6 EXTRACCION DE RNA Y PROTEINA Y ANALISIS DE WESTERN
BLOT

El RNA total se extrajo de los monocitos utilizando el reactivo Tripure™ (Roche
Molecular Biochemicals) y posteriormente se realiz6 una retrotranscripcion con lug de
RNA total para la sintesis de cDNA siguiendo el protocolo del kit “HighCapacity
cDNA Reverse Transcription” (Applied Biosystems), el cDNA se guardé a -20°C.

La expresion génica del LRP1 (Hs00233899 m1) y HPRT (Hs99999909 m1) (gen
enddgeno) se cuantificaron usando un ensayo comercial “TagMan Gene Expression” en
el equipo 7300 Real Time PCR System (Applied Biosystems). Las condiciones de
ciclaje fueron 2min a 50°C y 10min a 95°C seguidos por 40 ciclos de 15s a 95°C y 1min
a 60°C. Los niveles de expresion se determinaron por duplicado y se normalizaron por
el gen enddgeno. La proteina total fue extraida de los monocitos utilizando el reactivo
TriPure™ (Roche Molecular Biochemicals). Las proteinas se analizaron por
inmunoelectrotransferencia (Western-blot). Las membranas se incubaron con un
anticuerpo primario monoclonal contra LRP1 humano (cadena B 85kDa). Se utilizo el

programa QuantityOne para cuantificar las bandas presentes en las membranas
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5.7.7 EXTRACCION DE DNA

La extraccion de DNA se realiz6 mediante la técnica de expulsion salina [123]
(Anexo 2).

5.7.8 DETERMINACION GENOTIiPICA DEL LRP1
Se analizaron cinco polimorfismos mediante amplificacion por PCR en Tiempo

Real en el equipo BioRad Real Time PCR CFX-96 System, la Tabla 5 muestra las
sondas utilizadas para cada polimorfismo.

Se utiliz6 una concentracion de DNA de 10ng/ul, donde las condiciones de
amplificacion fueron:

- 1 ciclo de 10 min a 95°C
- 45 ciclos de 15 segundos cada uno a 96°C

- 1 ciclo de 1 min a 60°C

Tabla 5. Sondas de amplificacion para cada polimorfismo del LRP1

SNP Fluorocromo Sondas

VIC TGTCTGAGCCTCAGGAAAGAGCCACCGGGCAACACCCAAAATACAAAAAAT
rs11172113

FAM TGTCTGAGCCTCAGGAAAGAGCCACTGGGCAACACCCAAAATACAAAAAAT

VIC GGGAAGCAGGGTCCATGGCAGAGAAACTCCAATGATAAAGAAAAACTCCTTC
rs1466535

FAM GGGAAGCAGGGTCCATGGCAGAGAAATTCCAATGATAAAGAAAAACTCCTTC

VIC ACGGCTCAGATGAGGGCGAGCTCTGCGGTGAGGCCTGGTCCCAGGAGAAGG
rs1800194

FAM ACGGCTCAGATGAGGGCGAGCTCTGTGGTGAGGCCTGGTCCCAGGAGAAGG

VIC CCATTAACCGAGCCCACAAGACCACAGGCACCAACAAAACGCTCCTCATC
rs1140648

FAM CCATTAACCGAGCCCACAAGACCACGGGCACCAACAAAACGCTCCTCATC

VIC GGCCTTATGCAGCTGAGCCAGGCCCAAGCTGCTGGCGCTTCCCCACAAAGG
rs1800164

FAM GGCCTTATGCAGCTGAGCCAGGCCCGAGCTGCTGGCGCTTCCCCACAAAGG
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5.8 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron analizados en el programa SPSS version 19 (SPSS Inc. Chicago
USA), se realiz6 un analisis descriptivo de todas las variables. Los resultados fueron
expresados como la media + desviacion estandar (DS). La comparacion entre grupos se
realizd6 mediante la prueba de t de Student para variables continuas. El analisis de
correlacion fue realizado de acuerdo a Pearson. Las frecuencias genotipicas se
expresaron como porcentajes. La fuerza de las asociaciones se calculé como riesgo
relativo por el método de Woolf, razon de momios (OR), para lo cual se realiz6 una
tabla de contingencia de 2 X 2, también se realiz6 la prueba de chi cuadrado (x?) para
determinar la significancia estadistica de las asociaciones. Un valor de P <0.05 fue

considerado significativo.
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RESULTADOS

6.1 DESCRIPCION DE LA POBLACION

Se estudio una poblacién de 201 mexicanos que acudieron a consulta externa del
Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez” y que cumplieron con los criterios de
inclusion, de los cuales 91 fueron normotensos (NT) y 110 hipertensos (HT).

La Tabla 6 muestra las principales caracteristicas clinicas de normotensos e
hipertensos. Se encontré una diferencia significativa en el grupo de normotensos vs
hipertensos en edad (46.0£11.35 vs 50.36+11.57; P=0.007), asi como en el IMC
(26.92+4.06 vs 29.36+3.77; P=0.000) siendo mas alto en hipertensos. El valor de la media
de CT esta dentro del valor de referencia muy cercano al limite superior en ambos grupos
de estudio y el valor de TG fue mayor en hipertensos aunque estadisticamente estos
pardmetros no fueron significativos.

El grupo de hipertensos con respecto a los normotensos presentaron niveles bajos de
c-HDL (46.66+13.59 vs 52.51+13.25; P=0.002), niveles altos en los indices c-LDL/c/HDL
(2.76+0.91 vs 2.36+0.84; P=0.001), en CT/HDL (4.50+1.26 vs 3.96+1.20; P=0.003), en
TG/HDL (4.65+3.21 vs 3.62+2.73; P=0.017), en angiotensina Il (0.226+0.12 vs
0.1950+0.09), en LRP1 proteina (18.34+15.49 vs 6.30+9.62; P=0.000), en LRP1 RNAmM
(6.54+8.59 vs 2.87+2.72; P=0.002), en GIM promedio (0.679+0.16 vs 0.587%0.16;
P=0.002) y en GIM maximo (0.751+0.18 vs 0.664+0.17; P=0.008).

Se realizé una distribucién de la poblacion total por género donde el 63.1% fueron
mujeres y el 36.9% varones. En esta poblacion el 19.8% de normotensos y el 44.1% de
hipertensos presentaron obesidad. Asi también, el 32.9% de las mujeres y el 30.2% de los
varones presentaron obesidad.

En la Grafica 1 se muestra la distribucion de los dos grupos de estudio por género,
para el grupo de normotensos las mujeres representaron el 62.1% y los varones el 37.9%;

mientras que para hipertensos las mujeres representan el 64.0% y los varones el 36.0%.
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Tabla 6. Caracteristicas clinicas de la poblacion expresadas como valores de media=DS y en porcentaje

VARIABLES NORMOTENSOS HIPERTENSOS VaIl,or
Edad (afios) 46.0+11.35 50.36+11.57** 0.007

IMC (kg/m?) 26.92+4.06 29.36x3.77*** 0.000
Colesterol Total (mg/dl) 197.32+40.41 198.91+37.42 0.772
Triglicéridos (mg/dl) 166.56+94.45 192.95+98.43 0.055
c-HDL (mg/dl) 52.51+13.25 46.66+13.59** 0.002
c-LDL (mg/dl) 117.02+33.20 122.23+31.74 0.258
LDL/HDL 2.36+0.84 2.76%0.91*** 0.001
Colesterol No HDL 144.80+41.28 152.67+36.54 0.154
Glucosa (mg/dl) 89.36+7.78 89.18+8.91 0.877
CT/HDL 3.96+1.20 4.50+1.26** 0.003
TG/HDL 3.62+2.73 4.65+3.21* 0.017

PAS (mmHg) 110.17+£9.59 135.13+16.81*** 0.000
PAD (mmHg) 71.58+7.884 86.88+12.36*** 0.000
Angiotensina I1 (pmol/ml) 0.195+0.09 0.226+0.12* 0.046
LRP1 Proteina 6.30+9.62 18.34+15.49*** 0.000
LRP1 RNA 2.87+2.72 6.54+8.59** 0.002
GIM.PROM 0.587+0.16 0.679+0.16** 0.002
GIM.MAX 0.664+0.17 0.751+0.18** 0.008

*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. Los datos se expresan como mediazDS, IMC: indice de masa corporal, PAS: presion
arterial sistdlica, PAD: presion arterial diastolica, GIM.PROM: grosor intima-media promedio, GIM.MAX: grosor intima
media maximo, c-HDL: colesterol de lipoproteinas de alta densidad, c-LDL: colesterol de lipoproteinas de baja densidad.

50,0%

40,0%=

% de la poblacion

20,0%—

0%=

I |
MUJERES VAROMNES

GRUPO

B NORMOTENSOS
[CJHIPERTENSOS

Grafica 1. Distribucion de la poblacion normotensa e hipertensa por género
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Se realizé un analisis descriptivo de las caracteristicas clinicas de la poblacion y se
encontré que el grupo de hipertensos tiene una mayor prevalencia de obesidad y de

dislipidemia en relacion al grupo de normotensos (Tabla 7).

Tabla 7. Parametros clinicos de riesgo para Hipertension

NORMOTENSOS HIPERTENSOS "

Obesidad % 19.8 44, 1% 0.000
Hipercolesterolemia % 44.0 54.5 0.136
Hipertrigliceridemia % 42.7 57.3* 0.029
c-HDL bajo % 16.5 32.7%** 0.000
c-LDL alto % 341 44.5 0.132

*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. Los datos se expresan como porcentaje. c-HDL: colesterol de lipoproteinas de alta
densidad, c-LDL: colesterol de lipoproteinas de baja densidad

Al hacer el andlisis descriptivo de las caracteristicas clinicas por género se encontr6
que los varones normotensos presentan mayor prevalencia de obesidad, y que los varones
tanto normotensos como hipertensos presentan una mayor prevalencia de c-HDL bajo en
comparacion a las mujeres.

Al comparar entre mujeres normotensas vs hipertensas se encontré que las
hipertensas presentan mayor prevalencia de obesidad (P=0.000) y de c-HDL bajo
(P=0.014). Al comparar entre varones normotensos vs hipertensos, los hipertensos
presentan una prevalencia mayor en c-HDL bajo (P=0.000) (Tabla 8).
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Tabla 8. Parametros clinicos de riesgo para Hipertensién por género

MUJERES VARONES vaIl,or MUJERES VARONES vaIl)or

(NT) (NT) (2) (HT) (HT) (b)
Obesidad % 18.2 22.6* 0.022 47.7° 37.8 0.826
Hipercolesterolemia% 40.0 50.0 0.353 521 59.0 0.494
Hipertrigliceridemia % 36.4 50.0 0.201 50.7 69.2 0.061
c-HDL bajo% 9.1 27.8** 0.001 18.3° 59.0***4 0,000
c-LDL alto % 41.7 34.1 0.201 42.3 48.7 0.518

*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. Los datos se expresan como porcentaje. NT: normotensos, HT: hipertensos; a: mujeres
normotensas vs varones normotensos; b: mujeres hipertensas vs varones hipertensos; c: mujeres normotensas vs mujeres
hipertensas; d: varones normotensos vs varones hipertensos.

La Tabla 9 muestra las caracteristicas clinicas de hombres y mujeres en los dos
grupos de estudio. Se realizd la comparacion entre mujeres y varones dentro de cada uno de
los grupos de estudio. En el grupo de normotensos los varones presentaron valores mas
altos en comparacion a mujeres con una diferencia estadisticamente significativa en TG,
LDL/HDL, Colesterol No HDL, Glucosa, CT/HDL, TG/HDL, PAD, GIM promedio y en
GIM maéaximo; Unicamente en c-HDL las mujeres presentaron valores mas altos que los
varones. En el grupo de hipertensos, los varones presentaron valores mas altos en
comparacion a las mujeres con diferencia estadisticamente significativa en TG, c-HDL,
LDL/HDL, CT/HDL, TG/HDL,; Unicamente en c-HDL las mujeres presentaron valores mas
altos que los varones.

La Tabla 10 muestra la comparacion entre normotensos e hipertensos por género, al
comparar a mujeres normotensas vs hipertensas se obtuvo que las hipertensas presentaron
valores mas altos con diferencia estadisticamente significativa en edad, IMC, LDL/HDL,
CT/HDL, TG/HDL, PAS, PAD, LRP1 proteina, LRP1 RNAm, GIM promedio y maximo,
Unicamente en c-HDL las mujeres normotensas presentaron valores mas elevados.

En el caso de los varones, los hipertensos presentaron valores mas altos en relacion
a normotensos con diferencia estadisticamente significativa en IMC, LDL/HDL, CT/HDL,
PAS, PAD y en LRP1 proteina, inicamente en c-HDL los varones normotensos presentaron

valores mas elevados que los hipertensos.
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Tabla 9. Caracteristicas clinicas de la poblacion por género; Comparacion entre mujeres y varones dentro del mismo grupo expresadas como valores de
media=DS y en porcentaje.

s S B
Edad (afios) 44.71+11.63 48.22+10.64 0.141 50.97+10.76 49.24+12.98 0.461
IMC (kg/m?) 26.43+4.65 27.79+2.57 0.136 29.11+3.95 29.78+3.42 0.389
Tft‘;'le(s;fgr/"(;l) 191.78+32.32 205.78+49.66 0.106 197.80+37.59 200.93+37.50 0.677

Triglicéridos (mg/dI) 147.50+74.17 195.68+114.05* 0.016 172.90+72.86 229.46+126.06%* 0.003

¢-HDL (mg/dI) 54.82+13.29 48.98+12 57* 0.039 50.07+14.60 40.44:+8.73%** 0.000

¢-LDL (mg/dl) 113.40+26.90 122.54+40.83 0.201 120.62+31.35 125.15+32.65 0.477

LDL/HDL 2.17+0.66 2.64+1.01%* 0.009 2.54+0.83 3.18+0.91%** 0.000
Col.No HDL 136.95+31.87 156.80+50.70* 0.024 148.38+35.99 160.48+36.70 0.097
Glucosa (mg/dl) 87.93+7.54 91.64+7.72* 0.022 89.23+9.44 89.07+8.00 0.928
CT/HDL 3.66+0.92 4.43+1 42%* 0.002 4.14+1.06 5.1541.34%*% 0.000
TG/HDL 3.03+2.14 4.5243.27** 0.010 3.81£2.12 6.17+4.21%** 0.000
PAS (mmHg) 108.94+9.40 113.26+9.60 0.097 135.58+18.07 134.29+14.46 0.722
PAD (mmHg) 70.40+6.53 74.58+10.15* 0.049 87.08+14.08 86.50+8.55 0.827
Quciotersm 0.2000.09 0.186+0.09 0.468 0.220+0.11 0.238+0.14 0.482
(pmol/ml)

LRP1 Proteina 6.53+11.87 5.97+4.98 0.826 19.16+16.44 16.50+13.75 0.579
LRP1 RNA 3.0542.75 2.55+2.69 0.482 8.10+9.97 3.63+3.94 0.105
GIM.PROM 0.553+0.14 0.683+0.17* 0.014 0.672+0.14 0.692+0.19 0.603
GIM.MAX 0.625+0.16 0.77120.17%* 0.010 0.740+0.15 0.775+0.23 0.417

*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. Los datos se expresan como mediatDS, IMC: indice de masa corporal, PAS: presion arterial sistolica, PAD: presion arterial diastolica,
GIM.PROM: grosor intima-media promedio, GIM.MAX: grosor intima-media maximo, c-HDL: colesterol de lipoproteinas de alta densidad, c-LDL: colesterol de lipoproteinas de
baja densidad.
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Tabla 10. Caracteristicas clinicas de la poblacion por género; Comparacion de mujeres y varones entre los dos grupos de estudio expresadas como

valores de media£+DS y en porcentaje

MUJERES MUJERES P VARONES VARONES P
VAN (NT) (HT) valor (NT) (HT) valor
Edad (afios) 44.71+11.63 50.97+10.76** 0.002 48.22+10.64 49.24+12.98 0.715
IMC (kg/m?) 26.43+4.65 29.11+3.95%** 0.001 27.79+2.57 20.78+3.42%* 0.010
C"le(s;fgr/"(;l)T"tal 191.78+32.32 197.80+37.59 0.345 205.78+49.66 200.93+37.50 0.633
Triglicéridos (mg/dl) 147.50+74.17 172.90+72.86 0.057 195.68+114.05 220.46+126.06 0.229

c-HDL(mg/dl) 54.82+13.29 50.07+14.60 0.062 48.98+12.57 40.44+8.73%% 0.001

¢-LDL (mg/dI) 113.40+26.90 120.62+31.35 0.176 122.54+40.83 125.15+32.65 0.760
LDL/HDL 2.17+0.66 2 54+0,83** 0.009 2.64+1.01 3.18+0.91* 0.020
Col.No HDL 136.95+31.87 148.38+35.99 0.066 156.80+50.70 160.48+36.70 0.718

Glucosa (mg/dl) 87.93+7.54 89.23+9.44 0.392 91.64+7.72 89.07+8.00 0.159

CT/HDL 3.66+0.92 4.14+1.06%* 0.008 4.43+1.42 5.15+1.34% 0.028
TG/HDL 3.03+2.14 3.8142.12* 0.044 4524327 6.17+4.21 0.064
PAS (mmHg) 108.94+9.40 135.58+18,07*** 0.000 113.26+9.60 134.29+14. 465 0.000
PAD (mmHg) 70.40+6.53 87.08+14.08%%* 0.000 74.58+10.15 86.50+8.55%** 0.000
Aaefivifemsie [ 0.2000.09 0.2200.11 0.297 0.186+0.09 0.238+0.14 0.069
(pmol/ml)

LRP1 Proteina 6.53+11.87 10.16+16.44%% 0.001 5.97+4.98 16.50+13.75%** 0.001
LRP1 RNA 3.05+2.75 8.10+9.97** 0.003 2 55+2.69 3.63+3.94 0.322
GIM.PROM 0.553+0.14 0.672:0.14%%* 0.000 0.683+0.17 0.692+0.19 0.888
GIM.MAX 0.625+0.16 0.7400,15%%* 0.001 0.771+0.17 0.775+0.23 0.950

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Los datos se expresan como mediatDS, IMC: indice de masa corporal, PAS: presion arterial sistolica, PAD: presion arterial diastdlica,
GIM.PROM: grosor intima-media promedio, GIM.MAX: grosor intima-media maximo, c-HDL.: colesterol de lipoproteinas de alta densidad, c-LDL.: colesterol de lipoproteinas de
baja densidad.
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6.2 EXPRESION DEL LRP1

La expresion del LRP1 RNAm se determind mediante PCR en tiempo real y los
niveles de LRP1 proteina mediante analisis por inmunoelectrotransferencia (Western-blot).
Como se indica en la Grafica 2, los niveles de expresion de RNAm fueron
significativamente més altos en hipertensos (HT) que en normotensos (NT) (HT:6.54+8.59
vs NT:2.87+2.72; P=0.002), asi también los niveles de proteina fueron significativamente
mas altos en hipertensos (HT:18.34+15.49 vs NT:6.30+9.62; P=0.000).

(A) (B) NORMOkTENSOS HIPERI’ENSOS

[ \ [ \
LRP1 (85kDa)

25,000

3k 3k %k

10,000~

% %

20,000

8,000~

15,0007

6,000~

LRP1 Proteina

10,0007

LRP1RNAmM

4,000~

5,000
2,000~

000~ T T ,000— T

NORMOTENSOS HIPERTENSOS NORMOTENSOS HIPERTENSOS
**p<0,01; ***p<0,001

Grifica 2. Cuantificacion de la expresion de LRP1. (A) Cuantificacién por PCR en tiempo real de la

expresion de LRP1 RNAm en monocitos. Los datos fueron procesados en un programa basado en el

nimero de ciclos (Ct) de cada muestra y normalizado por HPRT1 (B) El “Western blot” muestra la
expresion del LRP1 (cadena f) del monocito. **P<0.01; ***P<0.001
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6.3 CORRELACION ENTRE LA EXPRESION DEL LRP1 Y EL GROSOR DE LA
INTIMA MEDIA
Por otro lado, para conocer si existe una relacion entre el grosor de la intima media
y los niveles de expresion del LRP1 a nivel de RNAmM y de proteina, se realiz6 una
regresion lineal y se encontr6 una correlacion positiva entre el GIM con los niveles de
expresion del LRP1 en RNAm (OR:0.005; 1C95%: 0.000-0.010; P=0.047) y con los niveles
de proteina (OR:0.312; 1C95%: 0.000-0.006; P=0.039) en hipertensos (Grafica 3).

O Observacdo © Observade
— Lineal 1,200~ — Lineal

1,000~

GIM (mm)

200~ T T T 0
000 20,000 40,000 60,000 80,000

[ T T 1 T T
,000 10,000 20,000 30,000 40.000 50,000

LRP1 RNAm LRP1 Proteina

Grifica 3. Correlacion entre los niveles de expresion de RNAm y de proteina del LRP1 y el GIM en el
grupo de hipertensos.

6.4 GENOTIPIFICACION: CURVAS DE AMPLIFIACION Y DISCRIMINACION
ALELICA

Se realizo la genotipificacion de cada sujeto de estudio para conocer las frecuencias

alélicas y genotipicas. En todos los casos se obtuvo DNA mediante la técnica de expulsion

salina, posteriormente mediante la técnica de PCR en Tiempo Real se obtuvieron curvas de

amplificacion para todos los SNP a estudiar en donde se evidencia el nimero de ciclos (Ct)

frente a la fluorescencia relativa (RFU) como se aprecia en la Figura 10.
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Amplification

Cycles

Figura 9. Curvas de amplificacion tipicas que dan sefial a partir del ciclo 25, el fluorocromo VIC

(verde) y FAM (azul)

Asimismo, por discriminacion alélica se determind el genotipo de cada paciente

para cada uno de los 5 polimorfismos como lo muestra la Figura 11.
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Figura 10. Discriminacion alélica: en naranja se observa el patron para el homocigoto para el alelo

encuentran los controles negativos

marcado con VIC, en azul el alelo marcado con FAM, en verde los heterocigotos y en negro se
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6.5 DESEQUILIBRIO DE LIGAMIENTO

Al obtener los genotipos de los cinco polimorfismos para el LRP1 se realizo el
analisis de desequilibrio de ligamiento con Haploview, en donde no se encontro diferencias
significativas y se puede apreciar que los polimorfismos no segregan juntos y que es valido
analizar los 5 polimorfismos seleccionados, la distribucion de los polimorfismos se

muestran en la Figura 12.

a3 1

41

Figura 11. Bloque de Haplotipos para LRP1

6.6 FRECUENCIAS GENOTIPICAS Y ALELICAS DEL LRP1

Después de haber realizado los haplotipos, se obtuvieron las frecuencias alélicas y
genotipicas de los 5 polimorfismos para el grupo de normotensos y para el grupo de
hipertensos, como se indica en la Tabla 11.

Con estos datos se realizé una prueba de 4 de cada uno de los 5 polimorfismos para
ver si algin genotipo o alelo puede influir en la enfermedad. Unicamente para el
polimorfismo rs1800164 se encontré una diferencia estadisticamente en el modelo
dominante (AA/AG vs/GG) (OR:2.75; 1C95%:1.17-6.91; P=0.016) y en el modelo aditivo
(G vs A) (OR:2.75; 1C95%:1.17-6.91; P=0.016). En los demas polimorfismos analizados

no se encontré diferencias significativas al comparar hipertensos con normotensos.
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Tabla 11. Frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos del LRP1

rs11172113 rs1466535 rs1800194
NT HT OR P NT HT OR p NT | HT OR p
%) | (%) %) | (%) (%) | (%)
CC | 383 | 38.0 |0.99]| 097 | 24.7 | 304 | 1.33 [0.39]235|20.7|0.84]0.65
GENOTIPO 1717432 [402 [0.88|0.69 | 50.6 | 46.7 | 0.85 |0.61]|40.7|48.9|1.38]0.28
TT | 185 | 218 |1.22| 059 | 247 | 229 | 090 |0.77|35.8|30.4]0.78 | 0.45
ALELOS | C | 599 [ 582 093|074 500 | 53.8 | 1.16 |0.47|43.845.1]1.05[0.81
T | 401 | 41.8 |1.07|0.74 | 50.0 | 46.2 | 0.85 |0.47|56.2|54.90.94]0.81
rs1140648 rs1800164
NT BT [ 5 [NT] BT T on 15
%) | (%) %) | (%)
AA | 17.3 | 239 [150[ 028 | 395 | 33.7 | 0.78 [0.42
GENOTIPO " =494 [ 50.0 | 1.02| 093 | 506 | 424 |0.72 |0.28
GG | 333 | 26.1 |070[0.19 | 9.9 | 23.9* | 2.75 |0.01
ALELOS A | 42.0 | 489 (1.32]0.19 | 64.8 | 54.9* [ 0.66 [0.03
G | 580 | 511 |075|019 352 | 45.1* | 1.50 |0.03

NT: normotensos; HT: hipertensos; OR: odds ratio
* P<0.05; **P<0.01

6.7 COMPARACION DE FRECUENCIAS ALELICAS CON OTRAS

POBLACIONES PREVIAMENTE REPORTADAS

Con la finalidad de determinar si la carga genética de la poblacién mexicana es igual o
diferente a otras poblaciones, comparamos las frecuencias alélicas de nuestra poblacion con
las frecuencias alélicas previamente reportadas de otras poblaciones, como se muestra en la
Tabla 12. Estos datos se obtuvieron de estudios publicados en el HapMap (CEU: panel de
residentes adultos de Utah, originarios de Europa Occidental y del Norte; CHB: panel de
habitantes adultos de Beijing, China; JPT: panel de habitantes adultos de Tokio, Japon;
YRI: panel de adultos originarios de la comunidad de Yoruba, Nigeria).

Se realizd la comparacion de la frecuencia alélica de cada polimorfismo de nuestra
poblacién control o normotensa con cada una de las poblaciones mediante una prueba de

x2, y obtuvimos que en los polimorfismos rs11172113, rs1466535, rs1800164 existe una
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diferencia significativa con las poblaciones de Europa (CEU), China (CHB), Japon (JPT) y
Africa (YRI), en el polimorfismo rs1800194 existe diferencia en las frecuencias alélicas
con CEU, CHB y JPT, mientras que en el polimorfismo rs1140648 existe una diferencia

estadisticamente significativa con CEU, JPTy YRI.

Tabla 12. Tabla de frecuencias alélicas de otras poblaciones previamente reportadas

Poblacion n rs11172113 rs1466535 n rs1800194
C T P C T P C T P
MEX 182 1 0.599 | 0.401 0.500 | 0.500 0.438 | 0.562

CEU 226 [ 0.367 [ 0.633 | 0.00 [ 0.686 [ 0.314 [ 0.00 | 120 | 0.683 | 0.317 | 0.00

CHB 82 [0.24410.756 | 0.00 | 0.780 [ 0.220 1 0.00 | 120 | 0.583 | 0.417 | 0.01

JPT 172 {0.203 | 0.797 | 0.00 | 0.797 | 0.203 | 0.01

YRI 226 1 0.478 | 0.522 | 0.01 | 0.823 | 0.177 | 0.00 | 118 | 0.475 | 0.525 | 0.546
Poblacién n rs1140648 rs1800164
A G P A G P
MEX 182 ( 0.420 | 0.580 0.648 | 0.352

CEU 226 [ 0.699 [ 0.301 | 0.000 [ 0.350 [ 0.650 | 0.00

CHB 82 10.488 ] 0.512 ] 0.312 ] 0.500 | 0.500 | 0.02

JPT 172 {0.628 | 0.372 | 0.000 | 0.351 | 0.649 | 0.00

YRI 226 | 0.235 [ 0.765 | 0.000 | 0.885 | 0.115 | 0.00

; MEX: nuestra poblacion de estudio mexicana; CEU: poblacién europea; CHB: poblacién china; JPT:
poblacién japonesa; YRI: poblacién africana.

6.8 CARACTERISTICAS CLINICAS DE LA POBLACION DISTRIBUIDAS POR
GENOTIPO

Ademas, se realiz6 el analisis comparativo de las caracteristicas clinicas de
normotensos e hipertensos por genotipo de cada polimorfismo, de tal manera que podemos
determinar si existe relacion entre los SNP estudiados del LRP1 con IMC, con el perfil
lipidico (CT, TG, c-HDL, c-LDL), presion arterial, GIM y expresion del LRP1.

En la Tabla 13, se muestran las caracteristicas clinicas de acuerdo al polimorfismo
rs11172113. En el genotipo CC se encontrd una diferencia estadisticamente significativa en
TG, c-HDL, LDL/HDL, Col. No HDL, CT/HDL, PAS, PAD, LRP1 proteina, LRP1 RNAm
y en GIM promedio. En el genotipo CT se encontr6 diferencia estadisticamente
significativa en IMC, c-HDL, PAS, PAD y en LRP1 proteina.
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En el genotipo TT se encontrd diferencia significativa en edad, PAS, PAD y LRP1
proteina, en los tres genotipos los hipertensos presentan valores més altos que los
normotensos excepto en c-HDL.

La tabla 14 muestra las caracteristicas clinicas para el polimorfismo rs1466535 en el
genotipo CC se encontr6 una diferencia estadisticamente significativa en IMC, c-HDL,
LDL/HDL, CT/HDL, PAS, PAD, LRP1 proteina, en GIM promedio y méximo. En el
genotipo CT se encontrd diferencia estadisticamente significativa en IMC, c-HDL, PAS,
PAD y en LRP1 proteina. En el genotipo TT se encontro diferencia significativa en PAS,
PAD vy en angiotensina Il, en los tres genotipos los hipertensos presentan valores mas altos
que los normotensos excepto en c-HDL.

La Tabla 15 muestra las caracteristicas clinicas para el polimorfismo rs1800194 en
el genotipo CC se encontrd una diferencia estadisticamente significativa en PAS, PAD,
angiotensina Il, LRP1 proteina y RNAm. En el genotipo CT se encontré diferencia
estadisticamente significativa en edad, IMC, c-HDL, PAS, PAD, LRP1 proteina y RNAm.
En el genotipo TT se encontrd diferencia significativa en, IMC, TG, c-HDL, c-LDL,
LDL/HDL, Col. No HDL, CT/HDL, TG/HDL, PAS, PAD, GIM promedio y maximo. En
los tres genotipos los hipertensos presentan valores mas altos que los normotensos excepto
en c-HDL.

La Tabla 16 muestra las caracteristicas clinicas para el polimorfismo rs1140648 en
el genotipo AA se encontro una diferencia estadisticamente significativa en PAS y PAD. En
el genotipo AG se encontr6 diferencia estadisticamente significativa en edad, IMC,  c-
HDL, LDL/HDL, CT/HDL, TG/HDL, PAS, PAD, LRP1 proteina y RNAm. En el genotipo
GG se encontrd diferencia significativa en PAS, PAD, GIM promedio y méaximo. En los
tres genotipos los hipertensos presentan valores mas altos que los normotensos excepto en
c-HDL.

La Tabla 17 muestra las caracteristicas clinicas para el polimorfismo rs1800164 en
el genotipo AA se encontrd una diferencia estadisticamente significativa en IMC, TG, c-
HDL, LDL/HDL, Col. No HDL, CT/HDL, TG/HDL, PAS, PAD GIM promedio y maximo.

En el genotipo AG se encontrd diferencia estadisticamente significativa en edad, IMC, c-
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HDL, PAS, PAD, LRP1 proteina y RNAmM y en GIM promedio. En el genotipo GG se
encontrd diferencia significativa en PAS. En los tres genotipos los hipertensos presentan

valores mas altos que los normotensos excepto en c-HDL.

6.9 CORRELACION ENTRE LA EXPRESION DEL LRP1Y EL GENOTIPO

Por otro lado, para conocer si existe una relacion entre el genotipo y los niveles de
expresion del LRP1 a nivel de RNAmM y de proteina, se realizé un analisis de correlacion de
Pearson asi como una regresion logistica binaria y no se encontré una correlacion entre el
genotipo de los 5 polimorfismos con los niveles de expresion del LRP1 y con los niveles de

proteina en hipertensos.
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Tabla 13. Caracteristicas clinicas por genotipo del polimorfismo rs11172113

cC CT TT
VARIABLES
rs11172113 p p p
NT HT NT HT NT HT

valor valor Valor

Edad (aiios) 46.48+12.84 49.50+8.81 0.276 45.28+11.76 48.61+13.00 0.274 42.53+9.28 55.11+13.96**  0.005

IMC (kg/m?) 27.55+4.31 28.97+3.89 0.189 26.4024.50 29.47+3.59%* 0.003 27.13+3.54 29.94+4.36 0.069

Colesterol 184.30+34.95 196.25+41.78 0.223 201.29+41.32 195.97+3.59 0.543 212.00+44.52 202.27+36.29 0.488

Total (mg/dl)

T“(glﬂgfgli)d"s 14210+68.44  198.20+90.67** 0008  168.32+108.05  184.85:7451 0460  207.03496.99  20348+131.44  0.932
¢-HDL (mg/dl) 53.40+13.77 46.34+10.45* 0.023 55.00+14.37 45.99+8.34** 0.002 49.22+12.48 45.34+13.11 0.394
¢-LDL (mg/dl) 107.93+28.44 119.91+33.57 0.131 117.54+36.59 120.27+27.45 0.727 129.69+33.37 124.28+32.44  0.640

LDL/HDL 2.1320.69 2.68+0.90%* 0.009 2.3241.01 2.7140.82 0.083 2.73+0.80 2.92+0.99 0.545

Col.No HDL 130.89+33.04 149.91+40.08* 0.044 146.30+45.94 151.22+32.41 0.607 162.78+42.45 156.92438.20  0.677

Glucosa (mg/dl) 87.64+7.33 89.0029.26 0.518 89.00%7.66 88.4318.35 0.771 91.60%6.35 90.2048.10 0.584
CT/HDL 3.63+1.01 4.41+1.31% 0.011 3.91+1.34 4.38+1.00 0.105 4.48+1.22 4.78+1.49 0.553
TG/HDL 3.07+2.38 4.68+2.72% 0.015 3.5142.82 4.20+2.04 0.246 4.7142.92 5.31+4.67 0.674

PAS (mmHg) 110.38+9.55 135.72+15.6***1 0.000 109.24+8.99 134.97+17.02***  0.000 112.7512.92 129.21+#16.92*  0.021
PAD (mmHg) 71.4427.63 87.78+09.57*** 0.000 70.41%7.614 86.86210.61***  0.000 76.3829.33 79.26+10.19 0.498
A“f;:f);‘f{:ﬁ;‘ LI 0.198+0.09 0.209+0.09 0.641 0.199+0.09 0,242+0.11 0.108 0.17420.08 0.228+0.013 0.213
LRP1 Proteina 8.48+15.18 24.08+21.31* 0.022 5.87+5.19 14.01+14.05* 0.018 3.59+3.25 20.2749.20%**  0.001

LRP1 RNA 3.64+3.41 10.86+11.99% 0.018 2.8142.57 4.30+3.54 0.112 1.90+2.24 6.90+10.21 0.422

GIM.PROM 0.564+0.16 0.690+0.17* 0.014 0.619+0.18 0.64420.14 0.588 0.57320.13 0.720+0.15* 0.045

GIM.MAX 0.662+0.19 0.76920.19 0.068 0.67420.17 0.71320.17 0.432 0.658+0.15 0.789+0.17 0.112

NT: normotensos; HT: hipertensos, *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001
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Tabla 14. Caracteristicas clinicas por genotipo del polimorfismo rs1466535

cC CT T

VARIABLES

RS1466535 P P p

NT HT NT HT NT HT
valor valor Valor

Edad (afios) 45.72+11.14 51.64+14.48 0.148 44.83+11.71 49.67+11.50 0.063 45.50+12.81 49.89+8.64 0.227

IMC (kg/m?) 25.52+3.53 20.23+3.85%* 0.002 26.91+4.01 29.65+3.99** 0.004 28.5145.05 29.02+3.74 0.726
Colesterol 205.48+39.02 197.05+32.05 0.422 192.01+36.86 193.54+37.58 0.856 196.23+48.50 205.84+37.72 0.486

Total (mg/dl)

T“g::;f;;;"’s 164.63+90.45 208.00+112.73 0.169 154.25+83.29 186.15+87.82 0.103  186.54+115.24 190.73+82.86 0.895
¢-HDL (mg/dI) 57.61+12.71 45.16+11.57*** 0.001 53.08+14.70 46.02+9.53* 0.012 49.35+12.26 46.98+10.01 0.505
¢-LDL (mg/dl) 121.49+34.28 119.37427.97 0.817 113.05231.97 116.92+30.85 0.586 116.11+36.45 131.41432.72 0.170

LDL/HDL 2.23+0.84 2.81+0.95* 0.039 2.28+0.87 2.6520.92 0.074 2.48+0.93 2.8420.71 0.170

Col.No HDL 147.87+42.27 153.54+36.50 0.626 138.94+36.88 147.51+37.84 0.312 146.87+50.65 158.86233.65 0.379

Glucosa (mg/dl) 89.00+8.83 88.42+8.10 0.820 89.02+5.76 89.95+9.41 0.598 88.80+8.85 88.00+7.58 0.757
CT/HDL 3.76+1.18 4.63+1.38* 0.031 3.85+1.18 4.38+1.28 0.062 4.17+1.35 4.48+0.94 0.398
TG/HDL 3.2842.52 5.21+3.95 0.067 3.38+2.64 4.3842.65 0.096 4.17+3.03 4.3242.26 0.865

PAS (mmHg) 112.54+8.04 130.18+16.85***  0.001 111.33+10.10  136.45+17.15*** 0,000 105.29+8.70  134.39+13.99***  0.000
PAD (mmHg) 72.31%9.32 81.93+9.97** 0.006 71.3627.06 86.8020.50%** 0.000 71.53915 88.28+12.71*** 0,000
A“ﬁ:‘l’;f)'l‘/sl;‘;;‘ L 9207+0.10 0.200+0.08 0.833 0.202+0.09 0.235+0.11 0.187 0.168+0.08 0.247+0.127* 0,031
LRP1 Proteina 3.52+3.87 18.65+13.01** 0.002 5.866.34 18.40420.01** 0.007 10.31+17.08 19.77+8.73 0.162

LRP1 RNA 1.78+1.40 8.04+9.90 0.061 3.3423.42 5.31%9.01 0.314 3.6142.52 6.81+4.90 0.061

GIM.PROM 0.537+0.13 0.671+0.15* 0.021 0.623+0.18 0.682+0.15 0.172 0.565+0.15 0.685+0.17 0.082

GIM.MAX 0.608+0.13 0.740%0.18* 0.045 0.701%0.20 0.752+0.18 0.301 0.642+0.13 0.771+0.20 0.078

NT: normotensos; HT: hipertensos, *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001
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Tabla 15. Caracteristicas clinicas por genotipo del polimorfismo rs1800194

cC CT TT
VARIABLES
RS1800194 3 . B
NT HT NT HT NT HT

valor valor Valor

Edad (afios) 46.22+12.89 46.06+14.49 0.971 45.13+10.43 52.65+12.01%* 0,006  44.58+12.70 49.54+9 31 0.106

IMC (kg/m?) 27.3045.84 28.45+4.97 0.541 27.32+3.99 29.62+3.38* 0.012 26.38+3.40 20.61+3.82%% 0,002

Colesterol 104.73+41.32 194.25+32 56 0.969 202.08+45.94 103.43+40.46 0385  190.92+32.83 206.44+29.07  0.072

Total (mg/dl)

T“(g;fgcfgli)d"s 171.15+87.17 193.60+96.52 0479  174.69+108.07 182.73+99.15 0737  150.03+79.30  212.83+85.35** 0,007
-HDL (mg/dl)  49.53+11.86 45.61+10.42 0.305 54.67+14.25 4598+11.31%* 0004  53.85+14.34 46244832* 0,021
-LDL (mg/dl)  116.99+3351 120.42+26.70 0.738 119.44+38.77 1185143544 0914 1112442652  12561+2454* 0,044

LDL/HDL 2.41+0.64 2.73+0.76 0.200 2.39+1.09 2.71+1.00 0.182 2.18+0.68 2.80+0.77%%  0.003

Col.No HDL 145.20+38.21 148.64+29.62 0.766  147.40451.80 148.47+41.94 0921  137.07+29.03  160.19+30.02**  0.006

Glucosa (mg/dl)  88.77+9.16 89.36+7.50 0.831 89.2146.82 89.06+9.19 0.939 88.77+6.89 88.74+8.52 0.986
CT/HDL 4.0420.91 4.44+1.22 0.295 3.98+1.49 4424137 0177 3.74+1.04 459+103* 0,004
TG/HDL 3.79+2.43 4.64+3.00 0.372 3.65+2.88 4.47+3.42 0.276 3.30£2.71 4.86+2.36* 0.028

PAS (mmHg) 110124851  136.06+19.50%* 0000  109.26+10.71  130.21#16.46*** 0000  111.13+0.64  138.62+13.12%* 0,000
PAD (mmHg) 73.53+7.16 86.50410.17%** 0,000 71.0448.77 82.88+11.77%%* 0,000 70.74+7.67 89.1247.55%** 0,000
A“f;:f);‘f{:ﬁ;‘ LI 0.113+0.06 0.222+0.10%* 0.002 0.220+0.09 0.231+0.11 0.686 0.213+0.07 0.223+0.11 0.722
LRP1 Proteina 2.59+3.33 13.21+10.01* 0.018 5.59+6.16 24.02417.04%%% 0,000 9.98+15.60 12.80+1242  0.608

LRP1 RNA 2.1142.40 4.83+2.74% 0.047 2.88+1.88 8.22+10.63* 0.037 3.79+3.79 3.94+4.29 0.923

GIM.PROM 0.559+0.10 0.623+0.16 0.267 0.62420.19 0.706+0.17 0.090 0.5680.16 0.673:0.13* 0,032

GIM.MAX 0.635+0.12 0.692+0.18 0.403 0.7130.21 0.782+0.19 0.209 0.627+0.15 0.73420.1* 0.023

NT: normotensos; HT: hipertensos. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001
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Tabla 16. Caracteristicas clinicas por genotipo del polimorfismo rs1140648

AA AG GG
VARIABLES
RS1140648 . 5 p
i alll valor I ol valor iy U Valor
Edad (afios) 47.71+13.62 47.67+13.46 0.992 45.95+11.52 52.86+11.99%* 0010  42.68+10.81 48.04+9.73 0.075
IMC (kg/m?) 27.01+3.87 28.51+4.75 0.375 27.37+4.99 20.46+3.51% 0.033 26414335  30.01#3.64%* 0001
Colesterol 207.80+42.38 188.77+37.19 0.174 193.21+43.48 197.81+37.63 0.607 195.48+34.91 205.07+3.64 0.318
Total (mg/dI) B0+42. T3 : 21243, BLE3T. : A8£34. 073, :
T“(gl:li;fgli)d"s 181.31+100.75 1777149219 0915  150.07+91.70 1040110173 0108  16547+9571  209.27+82.45  0.098
c-HDL (mg/dI) 53.07+9.84 47.55+11.85 0.167 5450+1551  44.91+10.31*** 0001  5159+13.07 46.61+8.36 0.126
¢-LDL (mg/dI) 122.84+38.48 116.88+31.31  0.620  112.63+36.91 1213343209 0261  117.32+42488  124.35+2559  0.340
LDL/HDL 2.39+0.87 2.53+0.70 0.615 2.24+0.96 2.85+1.01%* 0.007 2.4040.75 2.7440.77 0.123
Col.No HDL 154.72+43.31 1433243637 0410  138.71+46.13 152.00438.90 033  143.88+3356  15845+3068  0.125
Glucosa (mg/dl) 90.78+7.93 89.50+7.19 0.644 89.17+6.88 88.93+9.07 0.891 87.607.75 88.69+9.11 0.665
CT/HDL 4.04+1.16 4.09+0.90 0.893 3.79+1.27 4.64+1.44%% 0.006 4.00+1.21 4.52+1.00 0.118
TG/HDL 3.74+2.77 4.01+2.48 0.773 3.3542.42 4.86+357* 0.031 3.7643.12 4.73+2.52 0.229
PAS (mmHg) 111.00+10.22  135.05+20.04%** 0,001 1102149.77  131.67+16.00%* 0,000  109.65:069  137.45:13.47*  0.000
PAD (mmHg) 76.10+6.17 85.10+11.67* 0,029 70.94+8.03 84.16+11.14** 0,000 7045¢8.12  88.50+7.86*** 0,000
A“f;‘l’;f)'l‘/slil‘;;‘ 1 0.1650.12 0.239+0.10 0.080 0.2060.10 0.224+0.11 0.445 0.192+0.05 0.219+0.11 0.314
LRP1 Proteina 4.02+3.87 14.04+11.52 0.056 5.15+5.90 249441675 0000  1053+16.59 104241112 0.986
LRP1 RNA 0.71+0.89 6.64+8.09 0.177 2.84+2.00 7.0549 87* 0.027 4.01+3.93 4.51+4.94 0.792
GIM.PROM 0.523+0.10 0.624+0.14 0.108 0.6210.17 0.707+0.17 0.055 0.572+0.17 0.678+0.13*  0.050
GIM.MAX 0.623+0.12 0.697+0.17 0.249 0.704+0.19 0.782+0.20 0.129 0.632+0.16 0.746+0.15*  0.040

NT: normotensos; HT: hipertensos, *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001
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Tabla 17. Caracteristicas clinicas por genotipo del polimorfismo rs1800164

AA AG GG

VARIABLES

RS1800164 o 5 o

NT HT NT HT NT HT
valor valor Valor

Edad (afios) 45.14+12.46 48.35+9.36 0.261 44.00+10.01 51.14+1386* 0012  51.25+1586 51.82+11.95 0.917

IMC (kg/m?) 26.99:+4.49 29,0143 54%* 0.007 27.0124.17 29.22+3 58* 0.019 26.63:+4.30 28.92454.75 0.267
Colesterol 186.86+32.51 202.11+39.13 0.118 203.16+42.50 193.74+38.36 0.305 195.68+51.75 197.71+26.44 0.888

Total (mg/dl)

T“(gl:li;f;li;“’s 14567+67.78  211.39+87.82** 0008  180.42+11013  181.63+106.00  0.961  153.68+71.75  191.93+81.41  0.252
-HDL (mg/dl)  53.32+14.38 44.33+8.35%* 0.005 53.25+14.07 46.59+9.37* 0016  53.32+11.70 47.13+13.63 0.265
-LDL (mg/dl)  108.42+27.82 123.45+31.79 0.064 120.60+34.97 119.93+34.27 0031 118214227  119.63+2224  0.905

LDL/HDL 2.16+0.73 2.87+0.93%* 0.003 2.44+0.97 2.66+0.87 0.292 2.26+0.75 2.72+0.86 0.192

Col.No HDL 133.54+29.39 157.77+39.14* 0.011 149.91+46.75 148.33+39.08 0871  142.36+4871  15058+26.88  0.559

Glucosa (mg/dl)  88.89+6.70 89.2049.18 0.886 89.02+7.05 87.94+8.54 0540  88.87+11.36 90.72+7.86 0.617
CT/HDL 3.71+1.05 4.68+1.20%* 0.002 4.07+1.37 4.30+1.20 0.426 3.74+0.93 451134 0.154
TG/HDL 3.24+253 5.01£2.41%* 0.009 3.87+2.97 4.24+3.45 0.607 3.07+1.74 4.76+3.03 0.149

PAS (mmHg) 111.7148.88  136.04+14.13*** 0,000 100.07+40.64  133.81+19.04*** 0,000  110.00+12.91  131.52+14.88%** 0,002
PAD (mmHg) 71.46+7.37 88.86:£8.48%* 0.000 70.58+8.20 83.70410.97%%* 0,000 76.86+7.47 84.29+11.79 0.132
A“Eg;‘r’;f)‘l‘f;l‘};‘ L 0.191+0.07 0.21020.10 0.419 0.209+0.09 0.232+0.10 0.336 0.12620.12 0.241%0.13 0.060
LRPI Proteina  10.05+16.14 17.60+15.28 0.200 5.2045.76 20.80+17.21%** 0,000 2.0120.74 16.25+12.48 0.152

LRP1 RNA 3.74+3.81 7.07+11.79 0.252 2.79+2.10 6.1147.24% 0.031 1.39+1.11 7.2648.37 0.265

GIM.PROM 0.578+0.16 0.67620.13* 0.043 0.59140.17 0.672+0.14* 0.050 0.6460.18 0.6940.20 0.670

GIM.MAX 0.639+0.15 0.749+0.14* 0.023 0.667+0.17 0.740+0.17 0.112 0.790+0.27 0.77420.24 0.908

NT: normotensos; HT: hipertensos. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001
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DISCUSION

El proposito de este trabajo fue determinar la relacion entre el engrosamiento de la
intima media arterial y la hipertension arterial a través de la expresion especifica del LRP1
en monocitos humanos de sangre venosa de pacientes con hipertension.

Los resultados de este trabajo evidenciaron la presencia de obesidad en el 19.8% de
pacientes normotensos y en el 44.1% de pacientes hipertensos, estos datos estan
completamente de acuerdo con los publicados por la ENSANUT 2012 que muestran que el
32.4% de la poblacién mexicana padece obesidad con una mayor prevalencia en mujeres.

Nuestros resultados, revelan que la poblacién hipertensa presenta una mayor
prevalencia de dislipidemia en comparacion a la poblacion normotensa, lo que aumenta la
posibilidad de que desarrollen un evento cardiovascular adverso. Varios estudios muestran
resultados similares [124-128].

Se demuestra una sobreexpresion del receptor LRP1 en monocitos de pacientes
mexicanos hipertensos tanto a nivel de RNAmM como de proteina. Uno de los principales
hallazgos de este estudio es que el promedio del grosor de la intima media es superior en la
poblacién de hipertensos y que este valor esta directamente asociado a la sobreexpresion de
LRP1 en los monocitos circulantes de los pacientes hipertensos.

Al realizar el GIM en los pacientes, nuestros datos demuestran una estrecha
asociacion entre la hipertension y el engrosamiento de la intima media y por ende en el
desarrollo de aterosclerosis. Estos resultados estan de acuerdo con lo anteriormente
publicado en pacientes y modelos animales. En un estudio en jévenes con hipertension
limitrofe (130-140/85-89mmHg) se observo un aumento en el GIMc en las arterias
braquiales en comparacion a normotensos y una asociacion entre el GIM y la PAS
ambulatoria de 24horas [129].

Ademas, la hipertension conjuntamente con diabetes y edad se considera un factor
prondstico independiente para la hiperplasia en la intima de la arteria radial [130, 131]. En
un modelo animal se reportd la hipertension como causa directa de un aumento

significativo del grosor de la intima media [132, 133].
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La hipertension se encuentra entre los principales factores de riesgo en la etiologia
de la enfermedad vascular aterosclerética [134, 135]. Sin embargo, los mecanismos por los
que la hipertension incrementa la incidencia de aterosclerosis aun no son completamente
claros. De gran importancia son los estudios que se enfocan en dilucidar estos mecanismos.

Nuestros resultados muestran niveles altos de angiotensina Il en los pacientes
hipertensos. Estudios previos han demostrado que hay una fuerte asociacion entre
hipertension y la expresion del LRP1 en la pared vascular en un modelo de rata con
infusion de angiotensina Il [87], asi como un efecto modulador de la angiotensina Il en la
expresion del LRP1 en cultivos de células musculares lisas de la pared vascular [87, 136].
Estos autores demostraron que la regulacion al alza del LRP1 por la hipertension tiene
consecuencias funcionales ya que favorece la acumulacion intracelular de lipido y por tanto
la formacidn de células espumosas.

La hipertension tiene un alto impacto en remodelado vascular, los cambios cronicos
en las fuerzas hemodinamicas, estructuralmente alteran la pared vascular [137], la respuesta
inflamatoria y los cambios en los componentes de la matriz se consideran mediadores
importantes en el proceso de adaptacién vascular [138]. El sistema renina angiotensina
aldosterona (SRAA), ademas de tener un papel funcional en la hipertensién tiene un rol
importante en el remodelado vascular en hiperplasia, angioplastia y en aterosclerosis [139-
141]. EIl efecto que tiene la angiotensina Il sobre el remodelado vascular se debe a la
proliferacion de células musculares lisas vasculares y a la hipertrofia, por ejemplo la
angiotensina exhorta un efecto hipertréfico en los cardiomiocitos a través de la sefializacion
de la via TGFB1 [142]. La aldosterona tiene un efecto en el remodelado vascular mediante
efectos directos en la sintesis y depdsito de colageno en el intersticio cardiaco [143]. Se ha
descrito también que la hipertensién induce la producciéon de superdxido y promueve la
disfuncion endotelial en arteriolas cerebrales [144]. Ademas de sus efectos en deposicion
lipidica y remodelado vascular, la hipertension arterial se asocia a cambios funcionales en
los monocitos periféricos circulantes, los cuales al activarse tienen un papel importante en
etapas tempranas de la formacion de la lesidn ateroscler6tica [145], e igualmente tienen un

rol crucial en las complicaciones cardiovasculares de hipertensos [146, 147].
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Los cambios del flujo sanguineo que se producen en el estado de hipertension
pueden actuar sobre el endotelio y alterar su funcion y estructura [148, 149], muchas de
estas alteraciones estan involucradas en la produccion de moléculas biologicas efectoras
relacionadas con la expresion de genes [150].

Esta correlacion puede explicarse por el posible efecto modulador de la hipertension
en la expresion del LRP1 e inferir que los cambios funcionales que sufren los monocitos
debido a la variacion continua del flujo sanguineo influyen de forma positiva en la
expresion del LRP1, estimulando la captacion de LDL y provocando un incremento en el
GIMc como se encontro en este trabajo.

La hipertension arterial es una enfermedad causada por factores genéticos y
ambientales [151, 152], y ha llegado a ser el principal factor de riesgo en el incremento de
la mortalidad y de la morbilidad para la enfermedad arterial coronaria (EAC) y el infarto
isquémico (I) [153]. Tanto EAC como el infarto isquémico estan caracterizados por una
inflamacion cronica. La hipertension arterial también tiene una fuerte asociacion con la
inflamacion, estudios muestran que varios polimorfismos genéticos estan asociados con la
hipertension y que los factores genéticos podrian representar del 30% al 50% de las causas
en la variacion de la presion sanguinea [151].

El gen del LRP1, por la asociacion descrita entre la expresion del LRP1 con la
hipertensién como factor de riesgo de aterosclerosis [87]. Estudios previos han citado la
asociacion de polimorfismos del LRP1 con enfermedad coronaria en poblaciones
caucasicas [81, 105, 154], longevidad [103] y con trombosis [155, 156].

No se han descrito polimorfismos del LRP1 asociados con hipertension arterial en
poblaciébn mexicana, y hasta nuestro conocimiento al momento este estudio seria el
primero. Nuestros resultados revelan una diferencia estadisticamente significativa entre
normotensos e hipertensos en el polimorfismo rs1800164, en donde la presencia del
genotipo GG muestra una asociacion con el incremento en el riesgo de padecer hipertension
arterial. Cabe mencionar que nuestros pacientes hipertensos portadores del genotipo GG
presentan niveles mas altos de angiotensina Il comparados con los normotensos portadores

de este genotipo a pesar de que no existe una diferencia estadisticamente significativa.
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Al comparar nuestra poblacion mexicana con otras poblaciones encontramos que
para el polimorfismo rs11172113, rs1466535, rs1800164 existe una diferencia
estadisticamente significativa con las poblaciones de Europa, China, Japon y Africa, en el
polimorfismo rs1800194 con las poblaciones de Europa, China y Japon y en el
polimorfismo 1140648 con las poblaciones de Europa, Japon y Africa, lo que nos indica
que la carga genética de nuestra poblacion de estudio es distinta y por ende puede influir en
la prevalencia de hipertension arterial. Sin embargo, en el analisis de nuestros sujetos de
estudio las diferencias de las caracteristicas clinicas entre normotensos e hipertensos de
acuerdo al genotipo nos sugiere que dependen de la presencia de la hipertension arterial
mas que del genotipo.

Se ha reportado la existencia de un polimorfismo en el promotor del LRP1 (c.1-25
C>G) asociado a enfermedad arterial coronaria, a altos niveles de expresion del LRP1 a
nivel de RNAm [63, 81, 157] y recientemente a hipertension [136]. Sin embargo, en el
analisis entre el genotipo y los niveles de expresion del LRP1 tanto en RNAm como de

proteina no se encontr0 una correlacion entre nuestros sujetos de estudio.
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CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo demuestran:

1. Sobreexpresion del receptor LRP1 en monocitos de pacientes mexicanos
hipertensos tanto a nivel de RNAm como de proteina. Esta sobreexpresion del
receptor esta asociada con el promedio del grosor de la intima media superior en la
poblacién de hipertensos.

2. En el polimorfismo rs1800164, la presencia del genotipo GG presentd niveles altos
de angiotensina Il en pacientes hipertensos, lo cual podria estar asociado con el
incremento de padecer hipertension arterial.

3. No se encontrd una correlacién entre los genotipos estudiados con los niveles de

expresion del LRP1 y con los niveles de proteina en hipertensos.
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PERSPECTIVAS

Los resultados de este trabajo de investigacion arrojan varias interrogantes entre las que
destacan:

v’ Estudios futuros del polimorfismo en la regién promotora (c.1-25 C>G) y de otros
polimorfismos que puedan estar involucrados en hipertension arterial, para ver su
correlacion con la sobreexpresion del receptor LRP1 encontrado.

v' Estudiar el efecto de la angiotensina Il en la expresion del LRP1 en una linea celular

de monocitos humanos.
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ANEXOS

ANEXO 1: SEPARACION DE MONOCITOS

Los monocitos se obtuvieron a partir de la capa leuco-plaquetaria que se generd
después de la centrifugacion de sangre total entre el plasma y eritrocitos. EI concentrado
sanguineo se diluyd en una proporcién 1:1 con Hepes 1X 1% heparina y esta mezcla se
afiadi6 sobre una solucion de “Ficoll-Paque” manteniendo la proporcion de sangre- Hepes
1X 1% heparina. Las muestras se centrifugaron durante 30 minutos y las células
mononucleares se recogieron con pipeta Pasteur y se lavaron con PBS mediante
centrifugacion durante 10 minutos (Figura 9).
Después de los lavados, las células se resuspendieron en RPM1 suplementado con suero
fetal bovino al 10% y se dejaron en incubacion a 37 °C durante 24 horas para la perfecta
adhesion de monocitos a la placa de cultivo. Transcurrido el tiempo de incubacién se
lavaron las placas con Hepes 1X para eliminar los linfocitos que estaban en suspension. Se
adicion6 1ml de TriPure™ para la recoleccién de células mediante un raspado, se

guardaron las células a -70 °C

Sangre + heparina
l — Plasma (plaquetas)

Diluimog —— —— Centrifugamos ——
— Linfocitos y monocitos

Sustancia densa
(Ficol) Eritrocitos y
polimorfonucleares

Figura 12. Obtencion de monocitos por gradiente de densidad.
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ANEXO 2: EXTRACCION DE DNA

La extraccion de DNA se realizé por la técnica de expulsion salina

1.

2.

Se utilizo6 sangre total periférica con anticoagulante EDTA.

Lisar los eritrocitos con una solucién de lisis (SLR 1X).

Afiadir SDS (dodecilsulfato sodico) al 20%, buffer de proteinasa, proteinasa.
Adicionar NaCl 5M.

Agregar etanol al 95% para precipitar el DNA.

Agregar etanol al 70% para conservar el DNA'y eliminar sales.

Secar y luego afiadir TE (Tris-EDTA), para luego medir la concentracion de DNA en
el Nanodrop 1000.

Ajustar todas las muestras a una concentracion de 200 ng/ul (tubo madre).

Del tubo madre obtener alicuotas a una concentracion de 10 ng/ul para realizar la

PCR en tiempo real.
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