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Todo lo que hagas en la vida sera insignificante,
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por que nadie mas lo hara.
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Abreviatura
HTA Hipertension arterial
PAS Presion arterial sistolica
PAD Presion arterial diastolica
ENSANUT Encuesta Nacional de Salud y Nutricion
HPT Homocisteina plasmatica total
NO Oxido nitrico
ROS Especies reactivas de oxigeno
MTHFR Metiltetrahidrofolato reductasa
CBS Cistationina (-sintasa
MS Metionina sintasa
MAT Metionina adenosil transferasa
SAM S-adenosil metionina
MT Ado-met dependiente de transaminacioén
SAH S-adenosil homocisteina
AH Adenosil homocisteinasa
CSE 5 y-cistationasa
THF Tetrahidrofolato
SHM Serina hidroxi metilasa
5,10-MTHF 5,10-metiltetrahidrofolato
10-MTHF 10-metiltetrahidrofolato
DNA Acido desoxirribonucleico
GWAS Analisis de secuencia de genoma completo
PCR Reaccion en cadena de la polimerasa
RT-PCR Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
HWE Equilibrio de Hardy-Weinberg
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1. Resumen

En México la prevalencia de la hipertension arterial (HTA) en adultos es de 31.5%
(ENSANUT 2012). La HTA esencial representa mas del 90% del total de pacientes con esta
patologia, de la cual aiin no se conoce la etiologia. Sin embargo, se han descrito diversos
polimorfismos en el gen MTHFR que se encuentran asociados con HTA esencial en diversas
poblaciones. Uno de los polimorfismos mas estudiado es el rs1801133 el cual produce un
cambio de citosina por timina en la posicion 677 (C677T) en el exon 4 del gen, lo que genera
una version termolabil de la enzima MTHFR, reduciendo su actividad e incrementando la
concentracion en plasma de homocisteina, aminoacido no proteico relacionado con el
desarrollo de HTA esencial. Por otro lado, un estudio de analisis de secuencia de genoma
completo (GWAS) de variantes comunes (>30000) y variantes poco comunes (>2000), reveld
una fuerte asociacion entre el incremento de la presion arterial distolica (PAD) y presion
arterial sistolica (PAS) de 24 h con el alelo A de la variante rs13306560 en poblacion
caucasica, esta variante se situa en la region promotora del gen MTHFR. Es por ello, que
nosotros decidimos evaluar si una o ambas variantes se encuentran asociadas a HTA esencial
en poblacion adulta e infantil mexicana. Los resultados de nuestro estudio revelan que la
poblacién mexicana presenta una frecuencia alélica de 52.8% para el alelo T de la variante
rs1801133, siendo diferente a lo reportado en poblacion europea (31%), y asiatica (36%) por
el HAPMAP. Mientras que para la variante rs13306560 la frecuencia alélica del alelo A es
de 2.3%, similar a lo reportado a nivel mundial por el HAPMAP en poblacion mexicana (2%)
y mundial (3%). El andlisis estadistico hace evidente que la variante rs1801133 no presenta
una asociacion con HTA esencial en poblacion infantil mexicana (p=0.5020), sin embargo
en poblacion adulta existe una diferencia significativa (p=0.0165), encontrandose el alelo T
con mayor frecuencia en la poblaciéon normotensa. Por otro lado la variante rs13306560
presenta una asociacion con HTA esencial en la poblacion adulta mexicana (p=0.0008),
mientras que en poblacion infantil parece exictir una tendencia (p=0.0732). El analisis en
Haploview y Phase revela que las variantes se encuentran en desequilibrio de ligamiento y
que el haplotipo AC se encuentra asociado con el incremento en la PAD y PAS en poblacion

adulta (p=0.001) pero no en poblacion infantil.

Pégina | 1
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2. Generalidades

2.1. Hipertension arterial

De acuerdo con la Organizaciéon Mundial de la Salud, a la Asociacién Americana del
corazon y a la Eighth Joint National Committee (JNC 8), la hipertension arterial (HTA) es
definida como el incremento sostenido en la presion arterial sistolica (PAS) y/o diastolica

(PAD) en tres mediciones distintas (Tabla 1) (Mancias y cols., 2013; Rosas y cols., 2004).

Tabla 1 Valores de referencia para presion arterial e hipertension en adultos.

Categoria Presion sistolica (mm Hg) Presion diastolica (mm Hg)
Nivel optimo <120 <80
Normal 120 -129 80— 84
Normal alta 130 -139 85 -89
Hipertension 140 o mas 90 o0 mas

Tomado y modificado de Mancias y cols, 2013.

Por otro lado, en niflos y adolescentes no se presentan los mismos criterios, en ellos
se debe tomar en cuenta la edad, el sexo y la altura, debido a que se encuentran en
crecimiento. De acuerdo con “The Fourth Report on the Diagnosis, Evaluation, and
Treatment of High Blood Pressure in Children and Adolescents” la definicion de nifio o
adolescente hipertenso se basa en la distribucion normal de la presion arterial en nifios sanos.
La presion arterial normal se define como la PAS y PAD reportada en por lo menos tres
mediciones que tienen un percentil <90th con relacion a la edad, sexo y altura. La
hipertension en nifios y adolescentes se define como el incremento de la PAS y/o PAD en la
medicion de por lo menos tres ocasiones y que tienen un percentil >95th con relacion a la
edad, sexo y la altura. Los nifios y adolescentes con niveles intermedios de PAS o PAD que
son percentil >90th pero <95th y con un nivel de PA > 120/80 mm Hg se consideran
individuos pre-hipertension de acuerdo a la The Seventh Report of the Joint National
Committee on Prevention, Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood

Pressure (JNC 7) (Tabla 2) (Ellis y Miyashita, 2011).

Pégina | 2
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Tabla 2 Valores de referencia en percentiles para valores de presion arterial en nifios y
adolescentes.

Nifios y adolescentes

PAS o PAD Percentiles

Normal <90th
Normal alta >90th <95th
Hipertension >95th

Abreviaturas, presion arterial sistolica (PAS), presion arterial diastélica (PAD). Tomado y
modificado de National High Blood Pressure Education Program Working Group on High
Blood Pressure in Children and Adolescents, 2004.

2.2. Clasificacion de hipertension

Los pacientes adultos diagnosticados como hipertensos se clasifican en base a las
cifras de presion arterial en milimetros de mercurio (mm Hg) registrados tanto en la PAD
como en la PAS (Tabla 3). Otro criterio de clasificacion es el de predominio de la HTA en
los pacientes. Existe HTA de predominio diastolico, o incluso diastoélicos puros, lo cual se ha
asociado con un aumento de la resistencia vascular periférica (caracteristica de la HTA
idiopatica en jovenes y adultos-jovenes). También se puede presentar la HTA de predominio
sistolico o sistolico puro, el cual se ha relacionado con la compliancia debido a la edad, que
puede provocar otros padecimientos como isquemia coronaria e insuficiencia cardiaca

(Franklin, 2007).

Tabla 3 Estadios de la hipertension en adultos.

Categoria Presion sistolica (mm Hg) Presion diastélica (mm Hg)
Estadio I 140 — 159 90 - 99

Estadio II 160 - 179 100-109

Estadio 11T >180 >110

Tomado y modificado de la J Eighth Joint National Committee (JNC 8).

Los nifios y adolescentes diagnosticados como hipertensos se clasifican de acuerdo al
valor de percentiles obtenidos del promedio de PAS y PAD en relacion con la edad, el sexo

y la altura (Tabla 4).
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Tabla 4 Estadios de la hipertension en nifios y adolescentes.

Nifios y adolescentes

PAS o PAD Percentiles
Hipertension estadio I >95th < 99th
Hipertension estadio II >99th

Tomado y modificado de National High Blood Pressure Education Program Working Group
on High Blood Pressure in Adolescents, 2004.Children and Adolescents.

2.3. Epidemiologia

En todo el mundo, aproximadamente mil millones de personas sufren HTA. En
Meéxico de acuerdo a la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion 2012 (ENSANUT 2012),
la prevalencia de HTA es de 31.5% en adultos, ademas de colocar a la obesidad y diabetes
como factores de riesgo para esta enfermedad. La ENSANUT 2012 registro una prevalencia
mayor (p<0.05) en la region norte del pais (36.4%) en comparacion con el sur (28.5%). En
México, por sus caracteristicas de distribucion poblacional, donde aun la mayor parte de la
poblacion entre 20 y 69 afios la conforman sujetos <50 afios (distribucion piramidal)
(Barquera y cols., 2010), la mayor prevalencia de hipertension arterial es de predominio

diastolico (Wolf-Mater y cols., 2003).

A nivel mundial la prevalencia de HTA en nifios y adolescentes ha sido poco
estudiada algunos reportes sugieren que esta va del 7.6% a 26% y esta puede aumentar hasta
30% en nifios y adolescentes con obesidad (Stabouli S. y cols., 2005; Bassareo y Mercuro,
2014). En México la ENSANUT 2012 no reporto6 la prevalencia en poblacion infantil, sin
embargo algunos autores proponen que la prevalencia en poblacion mexicana va del 5.4% al

21% (Urrutia-Rojas y cols., 2006).

24. Hipertension arterial esencial

La HTA esencial o de causa desconocida representa mas del 90% de los casos de
hipertension, el porcentaje restante se define como hipertension arterial secundaria y esta

puede es causada por diversos factores como lo son las alteraciones endocrinas
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(hiperaldosteronismo primario), enfermadad renal (Glomerulonefritis), entre otras causas.

(Oparil y cols., 2003).

2.5. Etiologia

En la actualidad no se conoce la etiologia de la HTA esencial, se sabe que es una
enfermedad multifactorial que guarda estrecha relacion con la edad, el medio ambiente, el
estilo de vida, el sexo, predisposicion genética, el estrés oxidativo (Oparil y cols., 2003;
Conen y cols., 2009) y factores co-morbidos, tales como diabetes, obesidad y dislipidemias

(Carretero y Oparil, 2000).

2.6. La pre-hipertension en nifios y adolescentes

El desarrollo de la HTA es lento y su patogenia generalmente inicia en la infancia
(Bassareo y Mercuro, 2014). En otras palabras, la presion arterial elevada en la infancia

predice el resultado en la vida futura de un individuo.

Algunos estudios proponen que el aumento en la PAS en los nifios predice la
formacion de arterias mas rigidas en la edad adulta. Un estudio longitudinal realizado en a
138 nifios finlandese a diferentes edades (6 meses, 7 afios y 15 afios), reveld que el 14% de
los adolescentes diagnosticados con pre-hipertension desarrollarén 2 afios mas tarde HTA y
entre los adolescentes con pre-hipertension y obesidad, el 68% de los hombres y el 43% de
las mujeres desarrollaron HTA 2 afios mas tarde, concluyendo que la obesidad y el sexo
(masculino) en la adolescencia se asocian con el desarrollo de HTA en la edad adulta

(Fuentes, 2002).

2.7. Fisiopatologia

La presion arterial sistémica esta determinada principalmente por el gasto cardiaco y

la resistencia periférica total, que son controlados por una red compleja de sistemas que
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interactuan entre ellos como lo son: del sistema renal, el sistema nervioso, el sistema

endocrino, el sistema vascular entre otros (Padmanabhan et al., 2008).

Hasta el momento son muchos los sistemas que han sido implicados en el desarrollo
de la HTA, como lo es el aumento de la actividad del sistema nervioso simpatico
(posiblemente relacionado con una mayor exposicion a la respuesta al estrés psicosocial), la
sobreproduccion de hormonas de retencion de sodio y vasoconstrictores; alto consumo de
sodio a largo plazo, la ingesta alimentaria inadecuada de potasio y calcio; la secrecion de
renina desregulada, las deficiencias de vasodilatadores (como puede ser la prostaciclina, el
oxido nitrico y los péptidos natriuréticos) y alteraciones en la expresion del sistema
calicreina-quinina (las cuales afectan el tono vascular y el manejo renal de sal) (Calhoun y
cols., 2000; Oparil y cols., 2003; Carretero y Oparil., 2000), asi como el incremento en la
formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) las cuales pueden provocar la pérdida de
la homeostasis vascular. Es por ello, que se ha relacionado a genes que codifican a las
proteinas que regulan o participan en estos sistemas como posibles marcadores de riesgo para

esta enfermedad.

2.8. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es definido como una excesiva produccién de ROS que desbanca
a los mecanismos de defensa antioxidante. En condiciones fisiologicas normales, la
concentracion de antioxidante es en 6rdenes de magnitud superior a la de ROS sobre la que
estos actuan. Sin embargo, ciertas circunstancias pueden incrementar la concentracion de
ROS provocando peroxidacion lipidica de las membranas celulares dafiando su estructura,

fluidez y permeabilidad, particularmente de las células endoteliales.

Por otro lado, las ROS también pueden re-orientar la via del 4cido araquidonico
celular de prostaglandina 2 a tromboxano A2, ademés de disminuir la accion de la sintasa de
oxido nitrico, lo que generaria vasoconstriccion y activacion del sistema de la coagulacion

(Pacheco, 2003).
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2.9. Homocisteina

La tercera Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (NHANES III) en Estados
Unidos, informo un incremento en la prevalencia de HTA (2 a 3 veces) en personas adultas
con un nivel elevado de homocisteina en plasma, comparadas con adultos que tienen niveles
normales de homocisteina. Los niveles de homocisteina se incrementan por factores
nutricionales, como lo es la falta de folato, vitamina B¢y B12 en la dieta (Virdis y cols., 2003;
Lim y Cassano, 2002; Stipanuk, 1998). Por otro lado, factores genéticos se han asociado con
alteraciones en la via metabdlica de la homocisteina, lo cual lleva a un aumento moderado

en su concentracion plasmatica (Guéant- Rodriguez y cols., 2006).

Por otro lado, estudios realizados en nifios y adolescentes del norte de Grecia revelo
una correlacion positiva entre los niveles elevados de homocisteina ( >10 micromoles / L) y
el indice de masa corporal, circuferencia de cintura, PAS y PAD, mientras que la vitamina

B2 y el folato se correlacionaron negativamente (Papandreou, 2006).

Otro estudio realizado en 52 nifios sanos recidentes de la zona metropolitana de
Monterrey (México) determino la concentracion de homocisteina en plasma por
cromatografia liquida de alta resolucion. Revelando que los niveles de homocisteina
plasmatica es mayor en los nifios mexicanos estudiados (9.78 + 1.73 micromoles / L) que a
lo reportado en poblaciones europeas; del norte de Grecia (7.8 micromoles / L) (Papandrou,

2006).

La homocisteina es un aminoacido azufrado no proteico, que se origina a partir de la
metionina, aminoacido que proviene de la dieta (Figura 1). La homocisteina existe en el
plasma humano en diversas formas. La mayoria de los estudios clinicos con homocisteina se
basan en la medicion de homocisteina plasmatica total que incluyen homocisteina y sus
derivados disulfuros (disulfuros mixtos, homocisteina unida a tiolactona o unida a proteinas).
La concentracion normal de homocisteina total de plasma es de 5 a 15 pM en ayuno (Mayer

y cols., 1996). Los valores elevados se clasificaron arbitrariamente como leves (15-30 uM),
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intermedio (30-100 uM) y severo (>100uM) en homocisteina total de plasma (Kang y cols.,
1992).

La acumulacion de homocisteina puede elevar la presion arterial a través de multiples
mecanismos, incluyendo su efecto sobre la integridad del endotelio vascular (Kang y cols.,
1992). Se ha demostrado que la administracion de homocisteina causa dafio tanto a células
endoteliales in vitro (Kang y cols., 1992) como en animales (Mayer y cols., 1996). En otros
estudios en cultivos celulares, sea observado que altas concentraciones de homocisteina
inducen estrés oxidativo en el endotelio y la disminucion de 6xido nitrico disponible, el cual
es un potente vasodilatador por lo que se afecta la vasodilatacion del endotelio (Nappo y
cols., 1999). Esto se debe a que una pequeia fraccion de homocisteina permanece reducida,
mientras que cerca del 98% se encuentra presente en forma oxidada, debido a que contiene
un grupo suthidrilo, el cual puede sufrir una rapida auto-oxidacién en presencia de iones de
oxigeno y metalicos (hierro y cobre) generando ROS. Estas ROS altera la funcion endotelial,
media la proliferacion celular de musculo liso y promueve la activacion de plaquetas y
leucocitos, alterando la homeostasis vascular (Steed y Tyagi, 2011). Ademas se han asociado
diversas variantes con alteraciones en la produccion de 6xido nitrico (ON) en pacientes con

HTA esencial (Benjafield y Morris, 2000).

2.10. Metabolismo de la homocisteina

La homocisteina forma parte del ciclo del metilo activo en donde es metabolizada
para ser reutilizada y generar metionina (un aminoacido esencial) o para ser eliminada en
forma de cisteina por la via urinaria. Para que la homocisteina pueda ser reutilizada es
necesario que se lleve a cabo una reaccion de re-metilacion, lo cual puede suceder por dos
vias. La reaccion de re-metilacion mas importante es catalizada por la metionina sintasa
(MS), que utiliza como sustrato el 5-metiltetrahidrofolato (5-MTHF) y como coenzima a la
metil-cobalamina (vitamina B12) para generar metionina (Finkelstein, 1998). La segunda
via de re-metilacion se localiza principalmente en el higado y rifidn, es catalizada por la
betaina-homocisteina metiltranferasa (BHMT) (Matadamas y cols., 2002) la cual utiliza
como dador de grupo metilo a la betaina, la cual proviene del metabolismo de la colina

(Figura 1). Sin embargo, se ha observado que la suplementacion con colina no ayuda a
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disminuir la concentracion de homocisteina en plasma en hombres mexico-americanos

(Veenema y cols., 2008).

Existe una compleja interaccion entre multiples factores genéticos, metabolicos y
ambientales que deben permanecer en equilibrio para mantener la concentracion
homocisteina en niveles normales. Existen cuatro alteraciones que explican el aumento de
homocisteina en plasma: (1) la dieta rica en metionina, (2) la deficiencia de vitaminas (Be,
Bi12 y acido f6lico), (3) alteraciones genéticas en las enzimas que regulan el metabolismo de
homocisteina como: la cistationina B sintasa (CBS), metionina sintasa (MS) y la
metiltetrahidrofolato reductasa (MTHFR) y (4) la disminucion de la funcion renal (Steed y
Tyagi, 2011). Diversos estudios han reportado que las anomalias genéticas en las enzimas
responsables del metabolismo de la homocisteina, como los son: CBS, MS y MTHFR, son
capaces de producir una elevacion en los niveles de homocisteina plasmatica, la gravedad

depende del sitio de las mutaciones genéticas (Steed M. y Tyagi S, 2011).
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Figura 1. Via metabdlica de la metionina-homocisteina y ciclo del dcido félico. Las alteraciones nutricionales como la deficiencia de vitamina
B6, B12 o acido félico, asi como a . Abreviaturas: metionina adenosil transferasa EC 2.5.1.6 (MAT); S-adenosil metionina (SAM), Ado-met
dependiente de transaminacion (MT); S-adenosil homocisteina (SAH); adenosil homocisteinasa EC 3.3.1.1(AH); cistationina P sintasa EC
4.2.1.22 (CBS); 5 qy-cistationasa EC 4.4.1.1 (CSE); tetrahidrofolato (THF); serina hidroxi metilasa EC 2.1.2.1(SHM); 5,10-
metiltetrahidrofolato (5,10.MTHF); metiltetrahridrofolato reductasa EC 1.7.99.5 (MTHFR); 5-metiltetrahidrofolato (5-MTHF); metionina

sintasa EC 2.1.1.13 (MS).
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2.11. Enzima MTHFR

La enzima metiltetrahidrofolato reductasa MTHFR (EC 1.7.99.5) (OMIN: 607093)
tiene un papel indirecto, pero basico, en la re-metilacion de la homocisteina, ya que participa
en la reduccion de 5,10-MTHF a 5-MTHEF, el cual es utilizado como sustrato por la enzima
MS en la re-metilacion de la homocisteina (Finkelstein, 1998). Se ha reportado que afectacion

en esta enzima puede modificar el metabolismo de la homocisteina.

2.12. Gen MTHFR

El gen MTHFR se localiza en la regiéon cromosomica 1p36.3 en el humano. Esta
constituido por 11 exones y codifica para una enzima de 656 aminodcidos. La variante
polimoérfica mas estudiada de este gen es la variante rs1801133 de la cual se han realizado

diversos estudios de asociacion con enfermedades cardiovasculares (Frederiksen y cols.,

2004)

Esta variante (rs1801133) produce un cambio de citosina (C) por timina (T) en la
posicion 677 (C677T) del exon 4 causando un cambio en el marco de lectura, lo cual
modifica la secuencia de residuos de aminodcidos (alanina por valina) en la proteina. Este
cambio da lugar a una enzima MTHFR termolabil con una actividad especifica disminuida y

residual en experimentos in vitro (Frosst y cols., 1995).

La variante rs1801133 tiene una gran heterogeneidad a nivel mundial. Mientras que
paises del norte de Europa, Asia y de Africa presentan una frecuencia alélica mayor para el
alelo C (>70%), en algunos paises centro y sudamerica la frecuencia alélica para el alelo C
es menor (58%) segun lo informado en el Proyecto Internacional de Hapmap y el Proyecto
de la Diversidad del Genoma Humano (HGDP) (Figura 2), sin embargo, existen varios
estudios en poblacién mexicanan que han reportado incluso una frecuencia alélica menor y
una frecuencia mayor del alelo T (55%) (Guéant-Rodriguez y cols., 2006; Canto y cols.,
2007; Coral-Vazquez y cols. 2013).
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Figura 2. Mapa HGDP que muestra la distribucion de la variante rs1801133 en diferentes
grupos étnicos. Tomado y modificado del HGDP http://www.hagsc.org/

En estudios realizados en poblacion mexicana existe controversia, debido que algunos
autores han asociado a esta variante (T) con enfermedades cardiovasculares como trombofilia
(Parra, 2007) sin embargo, otros estudios han reportado que esta variante presenta un factor

protector contra preeclampsia severa (Canto y cols., 2007).

Guéant-Rodrigueez y colaboradores reportaron la asociacion de los homocigotos TT
de la variante (rs1801133) con el aumento en la concentracion plasmatica de la homocisteina
en poblacion del oeste de Africa, del norte de Italia y del noreste y este de Francia. Sin
embargo, no encontraron esta asociacion en poblacion del centro de México. Los autores
proponen la participacion de 4acido folico como modulador de la concentracion de
homocisteina, mientras menor es la ingesta de acido folico la asociacion de la variante (T)
con el incremento de homocisteina en plasma es significativa (p<0.05). De esta manera
sugieren la hipotesis gen-nutriente entre el gen MTHFR y el 4cido folico, en donde a mayor
ingesta de acido folico el efecto de la variante T como factor de riesgo es menor (Figura 3)

(Guéant-Rodriguez y cols., 2006).
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Figura 3. Concentracion de homocisteina en plasma de acuerdo a los genotipos de rs1801133
del gen MTHFR en poblaciones de Africa, Francia, Italia y México. Se observa que en poblacion
africana la presencia del gendtipo CC se asocia al incremento en la concentracion de
homocisteina en plasma, no asi en poblacion mexicana. El cambio de letra en las columnas se
refiere a diferencia significativa (a no es significativa y b es significativa) (p<0.005). Tomado y
modificado de Guéant-Rodriguez y cols., 2006.

Por otro lado, Tomaszewski y colaboradores (2010), llevaron a cabo un estudio de
“genome-wide association study” (GWAS) a gran escala de individuos de origen étnico
caucasico con variaciones de la presion sanguinea ambulatoria en 24h. Los investigadores
describieron una fuerte asociacion del polimorfismo rs13306560 y la media de la presion
sanguinea diastdlica en 24h y posteriormente replicaron estos resultados en relacion a la
presion diastolica sanguinea media en dos cohortes adicionales (N > 6000) (Tomaszewski y

cols., 2010).

Este polimorfismo se localiza en la region promotora del gen MTHFR (Figura 4). El
alelo ancestral de este polimorfismo se encuentra en el centro de la parte mas conservada del
promotor tanto en primates y otros mamiferos como en vertebrados superiores. Lo cual hace

referencia a la relevancia bioldgica de dicha variante genética en la fisiologia humana. La
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variante rs13306560 representa un cambio de guanina (G) por adenina (A), aproximadamente
a -23pb rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion, la frecuencia alélica de la variante
(G) es de 98% y la variante A solo el 2% a nivel mundial, en México la frecuencia alélica

es muy parecida 97% para la variante (G) y 3% para (A) en poblacion general (HAPMAP).

n13200%0 C

Eanu»bga
anty SouthAtsca
Yowba

SNP: rs13306560
Ancestral Allele: C

Figura 4. Mapa HGDP que muestra la distribucion de la variante rs13306560 en diferentes
grupos étnicos. Tomado y modificado de HGDP http://www.hagsc.org/

En diferentes estudios las variantes rs1801133 y rs13306560 del gen MTHFR (Figura
5) han sido asociado con cambios en la presion arterial en diversas poblaciones, por lo que
es importante analizar si estas variantes se encuentran asociadas a HTA esencial en nuestra

poblacion.

Cromosoma 1
677pb rs1801133
C—>T -240pb rs13306560
1 € G—> A
l Promotor
) _-_-_-_-_-_- .

- . MTHFR
Exon 6 Exdn 5 Exon 4 Exdn 3 Exdn 2 Exdn 1 >

pA22IV CLCNG6

Figura 5. Posiciones de las variantes rs1801133 y rs13306560 en el gen MTHFR
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3. Planteamiento del problema

En México de acuerdo a la ENSANUT 2012 cerca del 31.5% de la poblacion adulta
es afectada por la HTA. Se sabe que los nifios también pueden presentar HTA, sin embargo
no existe un dato oficial sobre la prevalencia de esta enfermedad en poblacion mexicana,
algunos autores proponen que esta puede ser entre el 5-21%. De ellos mas del 90%
corresponde a HTA esencial. Hasta el momento, no se conoce la etiologia de la HTA
esencial. Sin embargo, se ha propuesto que el estrés oxidativo puede ser uno de los
mecanismos que participan en el desarrollo de la HTA esencial. Se sabe que las variantes
genéticas pueden modificar la expresion o el marco de lectura de genes que codifican para
las proteinas responsables de la regulacion del estrés oxidativo. Como lo es la enzima
MTHFR que se encarga de regular el metabolismo de la homocisteina un metabolito
secundario que puede sufrir una rapida auto-oxidacidon en presencia de iones metdlicos y
oxigeno, y generar ROS que se han asociado con estrés oxidativo y el desarrollo de HTA

esencial. Por lo que nos hacemos la siguiente pregunta de investigacion.

4. Pregunta de investigacion

e ;Las variantes rs13306560 y rs1801133 del gen MTHFR se encuentra asociados con

la presencia de HTA esencial en poblacion infantil y adulta mexicana?
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5. Justificacion

La HTA es una enfermedad multifactorial que afecta cerca del 26% de la poblacion
mundial. En México esta enfermedad afecta a més del 30% de la poblacion, por lo cual es
considerada un problema de salud publica. Hasta el momento no se conoce la etiologia de
esta enfermedad, sin embargo estudios genémicos han asociado a variantes en el gen MTHFR
(rs1801133) con el desarrollo de HTA esencial en poblacioén caucasica y asiatica. Por otro
lado, la variante rs13306560 del mismo gen se ha asociado con el incremento de la PAD y
PAS en poblacion caucésica. Por lo que es importante, conocer si estas variantes también se
asocian con el incremento en la presion arterial en la poblacion adulta e infantil mexicana.
Para poder contar con marcadores genéticos que puedan predecir el riesgo de a desarrollar

HTA esencial en la poblacion mexicana.
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6. Hipotesis

El alelo A de la variante rs13306560 y el alelo C de la variante rs1801133 del gen MTHFR

se encuentra(n) asociado(s) con la presencia de HTA esencial en poblacion infantil y adulta

mexicana.

7. Objetivo general

Analizar si la variante rs13306560 y rs1801133 del gen MTHFR se asocia a la

presencia de HTA en poblacion infantil y adulta mexicana.

8. Objetivos particulares

Estimar la frecuencia alélica y genotipica de cada uno de los alelos que se presentan

en la variante rs13306560 del gen MTHFR en la poblacion infantil y adulta mexicana.

Estimar la frecuencia alélica y genotipica de cada uno de los alelos que se presentan

en la variante rs1801133 del gen MTHFR en la poblacion infantil y adulta mexicana.

Realizar el andlisis estadistico para ambas variantes (rs13306560 y rs1801133) para
determinar la posible asociacion con HTA esencial en la poblacion infantil y adulta

mexicana.

Realizar el andlisis de los haplotipos formados por los alelos de ambas variantes
genéticas, para poder determinar si estds, se encuentran en desequilibrio de

ligamiento o no.

Realizar el analisis de los haplotipos formados por ambas variantes genéticas, para
poder determinar si algunos de los haplotipos se encuentran asociados a HTA

esencial en la poblacion infantil y adulta mexicana.
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9. Diseno metodologico

9.1. Tipo de estudio

Estudio observacional de casos y controles, transversal y analitico.

9.2. Sujetos

1.

El presente estudio se llevd a cabo en una poblacion de 1,214 individuos en total,
obtenidos del Centro Medico Nacional “20 de Noviembre” del ISSSTE, Instituto
Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez” y del Instituto Nacional de Medicina
Genomica (INMEGEN). La poblacion infantil fue conformada por 209 nifios
normotensos (controles) y 209 nifios hipertensos (casos), estas muestras se pareron
por sexo y edad. Para determinar a la poblacion infantil hipertensa tomamos como
referencia “The Fourth Report on the Diagnosis Evaluation, and Treatment of High
Blood Pressure in Children and Adolescents”. Para la poblacion adulta contamos con
404 adultos normotensos (control) y 392 adultos hipertensos (casos). Tanto a los
individuos control como a los individuos con HTA, se les aplic6 una historia clinica
completa, se evalu6 el riesgo cardiovascular y se tomo la presion arterial de acuerdo
a los lineamientos establecidos por la OMS. El diagndstico de HTA se llevo a cabo
siguiendo los los criterios establecidos por la OMS y la Asociacion Americana del

Corazon (AHA, siglas en ingles) aceptados por la Secretaria de Salud.

9.3. Criterios de inclusion de controles infantes

. Niflos y nifias mexicanos de 5 a 12 afios.

Niflos y nifias mexicanos con presion arterial normal de acuerdo a los criterios
previamente descritos.
Que el padre o tutor acepte que el nifio o la nifia participe en el estudio y firmen la

carta de consentimiento informado.
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9.4. Criterios de exclusion de controles infantes

1. Niflos y nifias mexicanos que presenten obesidad severa (percentil > 99).
2. Que el padre o tutor no acepte que el nifio o la nifia participe en el estudio y firmen la

carta de consentimiento informado.

9.5. Criterios de inclusion de infantes con hipertension

1. Nifios y nifias mexicanos que sean hipertensos segin los criterios previamente
descritos.

2. Nifios y nifias mexicanos de 5 a 12 afios.

3. Que el padre o tutor acepte que el nifo o la nifia participe en el estudio y firmen la

carta de consentimiento informado.

9.6. Criterios de exclusion de infantes con hipertension

1. Individuos con diagnostico de HTA secundaria a:

e Patologia Renal: enfermedad renal de origen parenquimatoso, glomerulonefritis
aguda, nefritis cronica, enfermedad poliquistica, nefropatia diabética, hidronefrosis,
enfermedad renovascular, estenosis de la arteria renal, vasculitis intrarrenal, tumores
productores de renina, retencion primaria de sodio (Sindrome de Liddle).

e Patologia de tipo endocrino: Acromegalia, hipotiroidismo e hipertiroidismo,
hipercalcemia, hiperparatiroidismo, trastornos suprarrenales: feocromocitoma,
hiperaldosteronismo primario, sindrome de Cushing, tumores cromafines extra-
suprerrenales, carcinoide, hormonas exdgenas (estrogenos, glucocorticoides,
mineralocorticoides, simpaticomiméticos, eritropoyetina).

e Tratamiento con quimioterapia y radioterapia menor de 6 meses por cualquier tipo de
cancer.

¢ Insuficiencia cardiaca cronica.

e Coartacion de la aorta.

e Hipertension pulmonar.

e Ingesta cronica de esteroides.

Pégina | 19



Luis Javier Cano Martinez

Hipertension portal.

Nifios y nifias mexicanos que presenten obesidad severa (percentil > 99).
Niflos y nifias mexicanos que se encuentren bajo tratamiento farmacologico.

Que el padre o tutor no acepte que el nifio o la nifia participe en el estudio.

9.7. Criterios de inclusion de controles adultos

Hombres y mujeres mexicanos con PA normal realizado por Médico Cardidlogo de
acuerdo a los criterios establecidos por la OMS y la Asociacion Americana del
Corazén (AHA siglas en Ingles) aceptados por la Secretaria de Salud.

Hombres y mujeres mexicanos mayores de 29 afios de edad.

Hombres y mujeres mexicanos que acepten participar en el estudio y firmen la carta

de consentimiento informado.

9.8. Criterios de exclusion de controles adultos

Hombres y mujeres mexicanos que presenten obesidad severa con indice de masa
corporal >40.

Mujeres embarazadas.

Hombres y mujeres mexicanos que no acepten participar en el estudio y firmen la

carta de consentimiento informado.

9.9, Criterios de inclusion de individuos adultos con

hipertension

Hombres y mujeres mexicanos con diagnostico de HTA realizado por Médico
Cardiologo de acuerdo a los criterios establecidos por la OMS y la Asociacion
Americana del Corazon (AHA siglas en Ingles) aceptados por la Secretaria de Salud.
Hombres y mujeres mexicanos mayores de 29 afios de edad.

Hombres y mujeres mexicanos que acepten participar en el estudio y firmen la carta

de consentimiento informado.
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9.10. Criterios de exclusion de individuos adultos con
hipertension
1. Individuos con diagnostico de HTA secundaria a:

AN

Patologia Renal: enfermedad renal de origen parenquimatoso, glomerulonefritis
aguda, nefritis cronica, enfermedad poliquistica, nefropatia diabética,
hidronefrosis, enfermedad renovascular, estenosis de la arteria renal, vasculitis
intrarrenal, tumores productores de renina, retenciéon primaria de sodio
(Sindrome de Liddle).

Patologia de tipo enddcrino: Acromegalia, hipotiroidismo e hipertiroidismo,
hipercalcemia, hiperparatiroidismo, trastornos suprarrenales: feocromocitoma,
hiperaldosteronismo primario, sindrome de Cushing, tumores cromafines extra-
suprerrenales, carcinoide, hormonas exogenas (estrégenos, glucocorticoides,
mineralocorticoides, simpaticomiméticos, eritropoyetina).

Tratamiento con quimioterapia y radioterapia menor de 6 meses por cualquier
tipo de cancer.

Insuficiencia cardiaca crdnica.

Coartacion de la aorta.

Hipertension pulmonar.

Ingesta cronica de esteroides.

Hipertension portal.

Individuos con trastornos neuroldgicos: hipertension endocranéana, apnea del suefio,

porfiria aguda, disautonomia familiar, intoxicaciéon por plomo, sindrome de Guillian-

Barré.

Individuos con cardiopatia isquémica.

Individuos con tratamiento cronico por hipotension arterial.

Obesidad morbida con indice de masa corporal > 40.

Hombres y mujeres mexicanos que no acepten participar en el estudio.
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10. Analisis estadistico

El analisis estadistico se llevo a cabo en el programa SPSS version 20.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA). El tamaiio de muestra para tener un poder estadistico de 80 fue claculado

con el software Quanto (http://hydra.usc.edu/GxE/).

10.1. Estadistica descriptiva

Se realizo la prueba de K-S para conocer la distribucion de la poblacién, para las
variables cuantitativas se obtuvieron las medias y la desviacion estandar para los valores con
distribucion normal y las medianas y rangos para los valores con distribuciéon no normal. Se
realiz6 las pruebas de ¢ de Student o U de Mann Whitney para calcular el valor de significancia
de los valores antropométricos y bioquimicos utilizando /BM SPSS Statistic 20. Para las
variables categoricas: Diabetes tipo 2 y antecedentes familiares de hipertension se utilizo la
prueba de chi cuadrada. Para determinar el equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) de las

frecuencias genotipicas se utilizo la prueba de chi cuadrada.

Asociacion de los polimorfismos del gen MTHFR e HTA: Comparamos a individuos con
HTA contra individuos sin HTA por genotipo de los polimorfismos rs1801133 y
rs13306560. Posteriormente realizamos una regresion binomial, para ajustar a las variantes

confusoras para determinar su RM utilizando /BM SPSS Statistic 20.

Asociacion de haplotipos de MTHFR: utilizamos el programa PHASE 2.02 para obtener
los haplotipos individuales, y posteriormente en IBM SPSS Statistic 20 se realizd la

asociacion entre haplotipos e HTA esencial.
Asociacion de Haplotipos de MTHFR: Utilizamos el programa Haploview y Phase 2.0.2,

para determinar la frecuencia de haplotipos y posteriormente su asociaciéon con HTA

esencial.
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11. Consideraciones éticas

Para la realizacion de este estudio, se obtuvo la aprobacion tanto del Comité de
Investigacion Cientifica como de la Comisién de Etica en Investigacion en Salud, del
C.M.N,, 20 de Noviembre, ISSSTE, del Instututo Nacional de Medicina Genomica y del
Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”. Todos los participantes firmaron
previamente una carta de consentimiento informado que permitira disponer de la informaciéon
y las muestras de DNA (carta de consentimiento anexo 4 y 5). La carta de consentimiento
informado se estructurd acorde con las disposiciones de la Secretaria de Salud en materia de

investigacion en humanos.
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1— Captacion de muestras sanguineas —1

Controles: Nifios y
adultos normotensos

Pacientes: Nifios y
adultos hipertensos

Extraccion de DNA total =

1

Comprobar integridad en geles de
agarosa al 1% y cuantificaciéon de DNA
total en Nanodrop 1000®.

1

Realizar dilucion de todas
las muestras (10ng/uL)

v

Realizar genotipificacion mediante PCR en tiempo
real utilizando sondas Tagman®

v

Realizar el analisis
estadistico

Realizar analisis en
Haploview
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13. Diseno metodologico

13.1 Extraccion de DNA

La extraccion de DNA de muestras sanguineas se llevo a cabo mediante la técnica
de salting out (Anexo 1) para las muestras procedentes del CMN “20 de Noviembre”. La
cuantificaciéon de DNA se llevd a cabo en el equipo nanodrop (Anexo 2) y se determiné la

integridad de la muestras en un gel de agarosa 2% (Anexo 3).

13.2 Genotipificacion por sondas Tagman®

La genotipificacion se realizo mediante sondas Tagman® especificas para cada alelo
de cada variante siguiendo las recomendaciones del fabricante (Applied Biosystems). Para
conocer el fundamento de las sondas Tagman® ver Anexo 4. Las sondas utilizadas son las

siguientes:

> rs13306560

e VIC

CATGTGACGCGAGTCCTCGCCCCACICICGTCTGCAGCCACTCCTGGTCTCAG

e FAM
CATGTGACGCGAGTCCTCGCCCCAC [T]CGTCTGCAGCCACTCCTGGTCTCAG

> rs1801133

e VIC

GAAAAGCTGCGTGATGATGAAATCG [G] CTCCCGCAGACACCTTCTCCTTCAA

e FAM
GAAAAGCTGCGTGATGATGAAATCG [A] CTCCCGCAGACACCTTCTCCTTCAA
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13.3 Estandarizacion de la PCR

La estandarizacion de la PCR en tiempo real para la genotipificacion se llevo a cabo en el
Laboratorio de Biologia del Desarrollo de la Division de Investigacion Biomédica,
Subdireccion de Ensefianza e Investigacion del centro Médico Nacional "20 de Noviembre",
Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado (ISSSTE). Para

ver las condiciones de la reaccion ver (Anexo 5).

14. Resultados

Se analizaron en total 1,214 individuos: 418 nifos y 404 adultos. La poblacion infantil
abarc6 209 nifios normotensos (controles) y 209 nifios hipertensos (casos). Los individuos
adultos se dividieron en 404 adultos normotensos (controles) y 392 adultos hipertensos
(casos).

Para la poblacion infantil los nifios o nifias que presentaban un percentil <90th se
considerén como controles y los niflos y nifias que presentaban un percentil >90 se
consideraron casos (en este grupo también se incluyd a los niflos con criterioso de pre-
hipertensos) (Tabla 5). Los datos clinicos y bioquimicos de la poblacion infantil se muestra
en la Tabla 6. Se realiz6 la prueba estadistica (¢ de student o U de Mann Whitney) adecuada
para cada rubro, para conocer si existia diferencia significativa entre ambos grupos (controles

y casos).

Para la poblacién adulta se determind a los grupos control y casos siguiendo los
criterios previamente mencionados. Los datos clinicos y bioquimicos de la poblacion adulta
se presentan en la Tabla 8. Se realiz6 la prueba estadistica (¢ de student o U de Mann Whitney)
adecuada para cada rubro, para conocer si existia diferencia significativa entre ambos grupos

(controles y casos) (Tabla 7).
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Nifos
PAS o PAD Percentiles* nifias nifos

Control  Normal <90th 110 99
Casos Pre-hipertension 90th a <95th 53 39

Hipertension estadio I 95th a 99th 48 46

Hipertension estadio 11 >99th 9 14

* Los percentiles son en relacion a la edad, sexo y altura.
Tabla 6. Parametros clinicos y bioquimicos en nifios
No hipertensos Hipertensos P-value

Nifios
N (418) 209 209 -
Nifios (%) 99 (47%) 99 (47%) -
PAS (mmHg) 102.5 £8.2 118.5+8.9 <0.00
PAD (mmHg) 61.1+£64 70.9 +10.2 <0.00
Edad (afios) 8.86 +1.99 8.86 £1.99 >0.05
z-score BMI 0.84 +0.96 1.35+0.92 <0.00
Cintura/cadera 0.89 (0.74-1.07) 0.90 (0.62-2.26) >0.05
Glucosa (mg/dL) 88 (53-128) 90 (60-144) >0.05
Triglicéridos (mg/dL) 92 (16-373) 118 (18-380) <0.00
Colesterol (mg/dL) 173 (38-254) 179 (101-317) <0.00
LDL (mg/dL) 102 (40-158) 109 (52-257) >0.05
HDL (mg/dL) 46.5 (25-92) 44 (23-89) >0.05

PAS: presion arterial sistolica. PAD: presion arterial diastélica. IMC: indice de masa corporal.

Medias + desviacion estindar o mediana (rangos).
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Tabla 7 Parametros Clinicos y Bioquimicos en adultos

No hipertensos Hipertensos™ Valor de P
Adultos
N (796) 391 373
Hombres (%) 166 (41%) 210 (53%) -
PAS (mmHg) 108 £10.3 133 +£19.1 -
PAD (mmHg) 67+7.1 80+ 10.3 -
Edad (afios) 53.6+8.1 57.4+89 >0.05
IMC (Kg/m?) 273+3.4 29.5+3.9 >0.05
Glucosa N DM (mg/dL) 88+7.9 91 +£8.2 >0.05
Glucosa DM (mg/dL) 127 (79-391) 131 (77-281) >0.05
Triglicéridos (mg/dL) 139 (43-420) 157 (50-569) <0.00
Colesterol (mg/dL) 190.2 £33.5 192.4 + 36.1 >0.05
LDL (mg/dL) 116 +£29.0 117 £32.1 >0.05
HDL (mg/dL) 47.1+12 442+ 11 >0.05
Diabetes tipo II [n(%)] (si) 62 93 0.003
Historia fam. [n(%)] (si) 147 204 <0.00

Abreviaturas: Presién arterial sistélica (PAS); Presion arterial diastélica (PAD); Indice de
masa corporal (IMC). Medias = desviacién estindar o mediana (rangos). *Los pacientes se
encuentran bajo tratamiento farmacolégico.

Para las muestras recolectadas en el Centro Médico Nacional “20 de Noviembre”,
ISSSTE, se llevd a cabo la extraccion de DNA total por el método de salting out (Anexol).
La integridad del DNA total se confirmé mediante electroforesis en geles de agarosa al 2%
(Anexo 2). Para la cuantificacion del DNA de cada muestra se utilizo el equipo ND-1000

(anexo 3), en donde debian presentar un cociente de densidad 6ptica 260/280 nm de 1.8.
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La genotipificacion de las variantes rs1801133 y rs13306560 del gen MTHFR se
realiz6 mediante PCR-Tiempo Real (RT-PCR) utilizando sondas tagman®, esta técnica
permiti6 llevar a cabo la amplificacion de los fragmento de interés en el gen MTHFR y la
discriminacion alélica para ambas variantes. El software del equipo informa los resultados
agrupado en un grafico las fluorescencias, en donde el eje Y se tiene a las muestras que
emiten fluorescencia con rango de emision de 533-580 (sonda VIC) y en eje de las X a las

que emiten en un rango de 465-510 (sonda FAM) (Figura 6).

- rs1801133 3= - rs13306560
e o g
, i CC = :'E GG
N ., CT g
§nm 3 - GA
j o e
TT
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W 14 EE Ve 18D i E b d R R AL kI AL I L]
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Figura 6. Graficos de discriminacién alélica de las variantes rs1801133 y rs13306560 de
pacientes mexicanos con HTA.

Se calcul6 equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) para ambas variantes (rs1801133 y
rs13306560) obteniendo una P >0.05 en ambas poblaciones. Para ambas variantes
(rs1801133 y rs13306560) se calcul6 la frecuencia genotipica y alélica. Se encontré mayor
frecuencia del alelo T para la variante 180113 en ambas poblaciones, mientras que para la
variante 1513306560 el alelo G es el que se encuentra con mayor frecuencia en las

poblaciones (Tabla 8 y 9).

Se compar6 a la poblacioén infantil normotensa contra la hipertensa para ambas
variantes. Para la variante rs1801133 se obtuvo un valor de p=0.3772 con una razén de
momios (RM) de 1.036 y un intervalo de confianza del 95% de 0.616- 1.740 vy para la
variante rs13306560 el valor de p=0.0539 con una RM de 2.706 y un intervalo de confianza

del 95% de 0.947-7.732. Se realiz6 el analisis de regresion logistica binomial para ajustar por
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IMC z-score, triglicéridos, colesterol, LDL y medida de cintura obteniendo un valor de
p=0.5020 con una RM de 1.107 y un intervalo de confianza del 95% de 0.812-1.508 para la
variante rs1801133. Mientras que para la variante rs13306560 se obtuvo un valor de
p=0.0732 con una RM de 2.952 y un intervalo de confianza del 95% de 0.903-9.646
(Tabla 8 y 9).

De igual forma se comparo6 a la poblacion adulta normotensa contra la hipertensa para
ambas variantes. Para la variante rs1801133 se obtuvo un valor de p=0.0285 con una RM de
0.711 y un intervalo de confianza del 95% de 0.518 — 0.977, mientras que para la variante
rs13306560 el valor de p=0.0004 con una RM de 3.662 y un intervalo de confianza del 95%
de 1.643-8.163. Se realizo el analisis de regresion logistica binomial para ajustar por
triglicéridos, IMC, Diabetes millitus tipo 2 e historia familiar obteniendo un valor de
p=0.01650 con una RM de 0.775 y un intervalo de confianza del 95% de 0.630-0.955 para la
variante rs1801133. Mientras que para la variante rs13306560 se obtuvo un valor de
p=0.0008 con una RM de 4.424 y un intervalo de confianza del 95% de 1.843-10.620
(Tabla 9 y 10).

Se realiz6 el analisis de desequilibrio de ligamiento en el software Haploview
(Figura 8). Posteriormente se analizé cada uno de los haplotipos con el software PHASE, al
realizar el andlisis se encontr6 que el haplotipo AC presenta una diferencia significativa entre
adultos normotensos e hipertensos, mientras que en la poblacion infantil no se encontrd

diferencia significativa (Tabla 10).
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Tabla 8. Asociacion de rs1801133 con hipertension en poblacion infantil y adulta mexicana

rs1801133 Frecuencia genotipica (%) Frecuencia alélica (%) RM(95%CI) P
CC CT TT C T
Nifos
No hipertensos 35(17.5) 108 (54.3) 56 (28.1) 44.7 55.2
Hipertensos 34 (17.1) 98 (49.2) 67 (33.6) 41.7 58.2 1.107 (0.812-1.508)  0.50203
Adultos
No hipertensos 90 (23.0) 200 (51.2) 101 (25.7) 48.5 51.4
Hipertensos 112 (30.0) 174 (46.6) 87 (23.3) 53.3 46.6 0.775 (0.630-0.955)  0.01650

Datos (%). En nifios la razén de momios RM, y el valor de P fueron ajustados por IMC z-score, triglicéridos y colesterol. En adultos la razén
de momios RM, y el valor de P fueron ajustados por triglicéridos, Diabetes millitus tipo 2 e historia familiar, en ambos casos utilizando un
analisis de regresion logistica multinomial. Los valores de P sin ajustar en nifios es 0.3772 y en adultos de 0.028S5.

Tabla 9 Asociacion de rs13306560 con hipertension en poblacion infantil y adulta mexicana

rs13306560 Frecuencia genotipica (%) Frecuencia alélica (%) RM(95%CI) P
GG GA AA G A

Niiios

No hipertensos 204 (97.6) 5(2.3) 0(0) 98.7 1.2

Hipertensos 196 (93.7) 13 (6.2) 0(0) 96.7 3.2 2.952 (0.903-9.646) 0.07323

Adultos

No hipertensos 384 (98.2) 7 (1.8) 0(0) 99.0 0.9

Hipertensos 347 (92.8) 26 (7.2) 0(0) 96.4 3.5 4.424 (1.843-10.620) 0.0008

Datos (%). En nifios la razon de momios RM, y el valor de P fueron ajustados por IMC z-score, triglicéridos y colesterol. En adultos la razén
de momios RM, y el valor de P fueron ajustados por triglicéridos, Diabetes millitus tipo 2 e historia familiar, en ambos casos utilizando un
analisis de regresion logistica binomial. Los valores de P sin ajustar en nifios es 0.053 y en adultos de 0.0004.
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15. DISCUSION

La HTA es una enfermedad multifactorial que presenta una elevada prevalencia en
la poblacion mexicana. Hasta el momento no se conoce la etiologia de esta enfermedad sin
embargo, se piensa que factores genéticos pueden interactuar con factores ambientales y
nutricionales, que en conjunto favorecerian el desarrollo de la HTA esencial. Un factor
importante en el desarrollo de esta enfermedad es el incremento en la concentracion de
homocisteina en el plasma. Lo anterior, puede ser provocado por alteraciones nutricionales
(deficiencias en Bg, B12 y acido folico) o afectaciones genéticas en las enzimas responsables

(MTHFR, CBS y MS) de regular el metabolismo de la homocisteina (Chen y cols. 2001).

Uno de los genes mas estudiados en diversas poblaciones y que se ha asociado con
enfermedades cardiovasculares es el gen MTHFR, en particular la variante rs1801133
(C677T) se ha asociado a diferentes enfermedades cardiovasculares (Guéant-Rodriguez y

cols., 2006).
Variante rs1801133

La variante rs1801133 (C677T) presente en el exon 4 del gen MTHFR, da lugar al
cambio de una C por T en la posicion 677, lo que origina un cambio no sindénimo de
aminoacidos (alanina por valina). Estudios in vitro han sugerido que este alelo T da lugar a
una enzima termolébil, que se caracteriza por una disminucion en su actividad (Frosst et al.,
1995); por lo que se ha propuesto que esta variante puede participar en el incremento de la
concentracion de homocisteina en plasma, y por lo tanto pudiera ser un factor de riesgo para
enfermedades cardiovasculares (Frederiksen et al., 2004). En diversos estudios se ha descrito
que el alelo T se asocia a diversas enfermedades cardiovasculares como trombosis, infarto al
miocardio, enfermedades vasculares e HTA esencial (Cai y cols., 2000). Un meta-analisis
en 10, 450 individuos que incluia poblacion china, caucésica y arabe reporto una asociacion

muy significativa entre esta variante e HTA esencial (Yank, 2014).
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De acuerdo al Hapmap (http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/) el alelo C se ha establecido
como la variante ancestral tanto en poblacidon caucésica (69%) como asiatica (64%); sin
embargo, a diferencia de lo descrito para esas poblaciones, estudios realizados en la
poblacion mestiza mexicana se ha informado que la variante T se encuentra con mayor
frecuancia (Guéant-Rodriguez y cols., 2006; Coral-Véazquez y cols. 2013), Un estudio
realizado en diferentes estados de la Republica Mexicana (Sonora, Zacatecas, Guanajuato,
Guerrero, Veracruz y Yucatan) y ciertos grupos €tnicos (Nahuas, Zapotecos y Totonacas), han
revelado que la frecuencia alélica en general en la poblacion mexicana es del 50%, mientras
que la fecuencia genotipica TT en los diferentes estados va de el 17% (Sonora) al 33%
(Guerrero), mientras en grupos étnicos Nahuas y Zapotecos es de 59 y 62% y en los Totonacas

de 36%, respectivamente (Binia y cols., 2014).

En el presente estudio se encontré una mayor frecuencia alélica de la variante T del
54%, mientras que la variante C se presento en el 46% en la poblacion en general, con
excepcion del grupo de adultos hipertensos que presentaron una mayor frecuencia alélica de

la variante C (53.3%) (Tabla 9).

Los analisis estadisticos realizados para la variante rs1801133 en la poblacion infantil,
nos muestran que no existe diferencia estadistica entre los grupos de no hipertensos e
hipertensos (p=0.3772), tampoco cuando el andlisis es ajustado por IMC z-score, triglicéridos
y colesterol (p=0.5020) (Tabla 8). Mientras que en poblacion adulta existe una diferencia
significativa (p=0.0285) entre los grupos en estudio (no hipertensos contra hipertensos) y que
aln se mantiene cuando se ajusta por DM tipo 2, triglicéridos e historia familiar (p= 0.0165)

(Tabla 9).

En un estudio realizado en mujeres mestizas mayas, se encontré que las mujeres que
presentan la variante T presentan un menor riesgo de padecer preeclampsia en su embarazo

(Canto y cols., 2007).

Algunos autores proponen que factores nutricionales, como lo es el consumo
adecuado de acido folico puede regular el efecto genético causado por la variante rs1801133

(C677T) (Guéant-Rodriguez y cols., 2006). Un estudio realizado en diferentes poblaciones,
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revela que la poblacion mexicana, presenta una mayor concentracion de folatos en plasma en
comparacion con paises europeos y africanos (Guéant-Rodriguez y cols., 2006). Se ha
propuesto que los factores nutricionales (consumo suficiente de acido foélico y vitamina B»)
pueden regular de una mejor manera el metabolismo del acido folico y la reconversion de
homocisteina a metionina, por lo que los individuos que presentan el genotipo TT se verian
beneficiados al aumentar el consumo de estos nutrientes, mejorando su niveles de
homocisteina en plasma y de presion arterial (Horigan y cols., 2010; McNulty y cols., 2006;
Wilson y cols., 2012). Por otro lado, los individuos con el genotipo TT que presenten
desnutricion o una la mala alimentacion, podria presentar un riesgo importante de desarrollar

enfermedades cardiovasculares.

Variante rs13306560

La variante rs13306560 se localiza en la region promotora del gen MTHFR y presenta
un cambio de una G por A en la region promotora del gen. De acuerdo al Hapmap, la variante
G se ha establecido como la variante ancestral en cualquier poblacion en general, mientras
que la variante A se ha designado como de baja frecuencia (1 - 5% de la poblacion). Hasta el
momento no se han descrito estudios de asociacion de este polimorfismo con alguna
enfermedad; sin embargo, en un estudio de andlisis de secuencia de genoma completo
(GWAS por sus siglas en inglés) se asoci6 fuertemente el alelo A con el incremento de PAD
(p=1.2X10*) y medianamente al incremento de PAS (p=6.2X10°) en poblacién caucasica
(Tomaszewski y cols., 2010). De igual forma otro estudio realizado por Padmanabhan y cols.
(2012) en poblacion caucésica, muestra que la region 1p36.13 se encuentra asociada con HTA
esencial, dentro de esta region se encuentran diversos genes algunos de ellos son: MTHFR,
CLCNKB, entre otros. No obstante, el polimorfismo rs13306560 no se ha asociado

directamente con HTA esencial ni a otras enfermedades (Padmanabhan y cols., 2012).

El resultado de los analisis estadisticos realizados para la variante rs13306560 en la
poblacion infantil, nos indican que no existe diferencia significativa entre ambos grupos (no
hipertensos contra hipertensos) de individuos (p = 0.0530), sin embargo parece que existe
una tendencia hacia la asociacion, la cual también se observa cuando el andlisis es ajustado

por IMC z-score, triglicéridos y colesterol (p = 0.0732) (Tabla 8). Por otra parte, en nuestra
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poblacion adulta analizada, si se observo una diferencia muy significativa (p = 0.0004) entre
los grupos en estudio (no hipertensos contra hipertensos) y que se mantiene cuando se ajusta
por DM tipo 2, triglicéridos e historia familiar (p = 0.0008) (Tabla 9). Es importante
mencionar que en toda nuestra poblacion no encontramos a ningun individuo que presentara
la variante A en forma homocigota (AA), solo pacientes que presentaban esta variante en

forma heterocigota (GA).

Para predecir el efecto que presenta la variante A del rs13306560 en la region
promotora en el gen MTHFR, se analiz6 la secuencia en el software Matlnspector. El anélisis
predice que el cambio producido por la variante rs13306560 afecta un sitio de union en la

region promotora del gen MTHFR con el Factor Krippel-like (KLF) (Figura 7).

Los factores tipo Kriippel (KLF) son factores de transcripcion con union directa al
DNA mediante dedos de zinc (Gracia J., 2010), en particular presentan tres dedos de zinc
altamente conservados Cys2 / His2 (Bieker, 2001; Dang y cols., 2000a; Turner y Crossley,
1998). Los dedos de zinc 1 y 2 contienen 23 residuos de aminoécidos, mientras que el tercer
dedo tiene s6lo 21 residuos (Pearson y cols., 2008). Estos dedos se encuentran en el extremo
carboxilo de la proteina y permite a los KLFs unirse a cajas GC y CACCC en la secuencia
promotora del DNA (Bieker, 2001 , Dang y cols., 2000 , Pearson y cols, 2008; Turner y
Crossley, 1999). Es por ello, que polimorfismos de un nucledtido (SNP’s) en la region
promotora del gen MTHFR puede disminuir o suprimir la uniéon de KFL y afectar la
transcripcion de este gen. Se ha demostrado que los KFL tienen papeles importantes en una
gran variedad de procesos celulares incluyendo la hematopoyesis (Nuez y cols.,
1995; Parkins y cols., 1995), el desarrollo de 6rganos (Wani y cols., 1999), la remodelacion
cardiaca (Fisch y cols., 2007: Shindo y cols., 2002), la angiogénesis (Bhattacharya y cols.,
2005), la activacion de monocitos (Das y cols., 2006), neoplasia (Wei y cols., 2005), la
gluconeogénesis (Gray et al., 2007), la regulacion del crecimiento celular (Negro y cols.,
2001 ), y la funcion de las células endoteliales (Lin y cols., 2005; Sen-Banerjee y cols.,
2005). Es por ello, que proponemos que la variante rs13306560 afecta la expresion del gen

MTHFR al disminuir la uniéon con los KFL, lo que podria ser un factor importante para
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incrementar los niveles de homocisteina en plasma y asociarse con el desarrollo de

enfermedades cardiovasculares como la HTA .

pMTHFR

+1

G/A (CACCCQ) ;

-23 bp KLF LUCIFERASE

Figura 7. Diagrama esquematizado de la region promotora del gen MTHFR, en donde se indica
la presencia de ambas variantes alélicas (-24, G/A) de la variante rs13306560 y la secuencia

consenso del factor Kruppel-like (KLF).

Por otro lado, realizamos un analisis de desequilibrio de ligamiento entre ambas
variantes (rs1801133 y rs13306560) utilizando el software Haploview, para conocer si estas
variantes se segregaban en bloque o por separado. En andlisis lo realizamos para cada
poblacion en estudio (adultos y nifios), debido a que la poblacién infantil se obtuvo de
diferentes regiones del pais, mientras el grupo de adultos es mas homogéneo debido a que se
obtuvo principalmente del centro del pais. Por lo que, observamos que las variantes en

adultos se encontraban en desequilibrio de ligamiento, pero no asi en los nifios (Figura 9).

Posteriormente, se realizoé el analisis en el software Phase de cada uno de los
haplotipos obtenidos (GC, GT, AC y AT). Los resultados revelaron que los individuos adultos
que presentan el haplotipo AC presenta un incremento en la presion arterial en comparacion
con los otros haplotipos con una diferencia estadisticamente significativa (P = 0.0014) , no

asi en la poblacion infantil (Tabla 11).
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Figura 8. Esquema de los haplotipos en poblacién infantil y adulta. Se observa que la poblaciéon adulta se encuentra en desequilibrio de
ligamiento (LD) de las variantes rs1801133 y rs13306560 del gen MTHFR. Broad Institute of Massachusetts Institute of Technology and
Harvard University, Cambridge, MA, USA

Tabla 10 Frecuencias de haplotipos en adultos y nifios hipertensos y no hipertensos

Adultos Nifios
Haplotipo Frecuencia PA (mmHg) OR (IC 95%) p* Haplotipo Frecuencia PA (mmHg) OR (IC95%) P*
HT NHT PAS PAD HT NHT PAS PAD
G-C 0.48 0.48 120 73 NS - G-C 0.38 0.37 73 64 NS -
G-T 0.45 0.51 119 72 NS - G-T 0.57 0.60 74 65 NS -
A-C 0.03 0.00 131 81 4.561(1.79-11.59) 0.001432 A-C 0.02 0.01 83 71 NS -
A-T <0.00 <0.00 116 67 NS - A-T <0.00 <0.00 73 63 NS -

HT, hipertenso; HNT, no hipertenso; PA, presion arterial (media); RM, razéon de momios; IC, intervalo de confianza; P* valor de P ajustado
por IMC, glucosa, triglicéridos, HDL, fumar, DM tipo II e historia familiar en adultos y por IMC, colesterol y cintura en nifios
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CONCLUSIONES

La frecuencia del alelo T de la variante rs1801133 del gen MTHFR es de 53% en la
poblacion que estudiamos, cifra similar a lo informado por otros autores en poblacion
mexicana, sin embargo diferente a lo encontrado por Hapmap en poblacion
caucasica(31%) y asiatica (36%).

La frecuencia del alelo A de la variante rs13306560 del gen MTHFR es de 2.5% en
la poblacion infantil y de 2.2% en poblacion adulta mexicana, cifra similar a lo
reportado por Hapmap y otros autores en poblacion mexicana.

El anélisis estadistico ajustado por factores clinicos y bioquimicos, revelan que el
alelo C de la variante rs1801133 no presenta una asociacion con HTA en poblacion
infantil mexicana (p = 0.5020 ), sin embargo en poblacion adulta el alelo T (alelo mas
frecuente en nuestra poblacion), se asocia como un factor de proteccion para HTA (p
=0.01650).

El anélisis estadistico ajustado por factores clinicos y bioquimicos indican que el alelo
A de la variante rs13306560 presenta una asociacion con HTA en la poblacion
mexicana (p = 0.0008), mientras que en poblacion infantil no existe asociacion
significativa (p = 0.0732) sin embargo, existe una tendencia. Esto puede ser debido
al estilo de vida y factores alimenticios propios de cada una de las poblaciones.

El anélisis in silico con el software Matlnspector sugiere que el alelo A de la variante
rs13306560 modifica la union con el Factor Kruppel-like, al cambiar la secuencia
(CACCQC) del sitio de union de ester factor.

El andlisis en Haploview y Phase revela que las variantes (rs180113 y rs13306560)
se encuentran en desequilibrio de ligamiento en poblacion adulta, pero no asi en
poblacién infantil. Ademés de que el haplotipo AC se encuentra asociado con el
incremento en la PAS y PAD de manera significativa en poblacion adulta (p =
0.0014), no asi en poblacién infantil mexicana, sin embargo existe una tendencia en

poblacion infantil.
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17. PERSPECTIVAS

El presente estudio revela que la presencia del alelo A de la variante rs13306560 se
asocia a HAT esencial en poblacion mexicana. Sin embargo, es importante conocer
la concentracion plasmatica de homocisteina en los individuos que presenten esta
variante, para realizar estudios de correlaciéon y poder confirmar si esta variante
contribuye al incremento de homocisteina en plasma.

Por otro lado, el andlisis bioinformatico propone que esta variante modifica el sitio
de uniodn de los factores tipo Kriippel en la region promotora del gen MTHFR. Para
confirmar lo anterior, es conocer si realmente los factores tipo Kriippel se unen a este
sitio e identificarlo. Para ello es necesario realizar ensayos de retardo y super retardo
en gel, precipitacion de la inmunocromatina (CHIP) y secuenciacion del CHIP
(CHIPsec) que permitan conocer la o las proteina(s) que interactian con esta region

especifica del DNA.
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18. ARTICULO (Enviado)

Two functional polymorphisms of the MTHFR gene are associated with

essential hypertension in Mexican-Mestizo adults and children

Abstract

Background- Essential hypertension is a complex phenotype with a susceptibility genetic
component. Genetic variants of the methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) have
been associated with hypertension and other cardiovascular diseases; however, the results of
these studies have been conflicting. In this study, we sought to determine if two functional
variants (rs1801133 and rs13306560) within the MTHFR gene associate to essential
hypertension in Mexican mestizos.

Methods and Results- We performed a case-control study with 1214 individuals, including
adults and children; in order to test for association of both SNPs with essential hypertension.
The adult group included 764 participants (373 patients and 391 controls) and the children's
group included 418 participants (209 cases and 209 controls). Both rs1801133 and
rs13306560 were associated to EH in adults (OR=0.775, CI [0.630-0.955], P=0.0165; and
OR=4.424, CI[1.843-10.620], P=0.0008, respectively), whereas only a trend was found for
the rs13306560 in the children’s population (OR=2.952, CI [0.903-9.646], P=0.0732).
Additionally, we assessed the effect of the rs13306560 on the MTHFR/CLNC6 promoter
region by means of luciferase reporter gene assays using human umbilical cord and
endothelial cells interestingly, cells transfected with the construct pMTHFRaLUC showed a
~ 25% reduction in luciferase activity (P = 0.003).

Conclusion- Our data suggest that the rs181133 and rs13306560 of the MTHFR may play an

important role in the development of essential hypertension in Mexican-Mestizo populations,
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and that the allele A of the rs133065 reduced the promoter activity of the MTHFR regulatory
region.

Keywords: Essential hypertension, MTHFR gene, polymorphisms.
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Anexo 1. Extraccion de DNA total

La extraccion de DNA total se realizdé mediante la técnica de salting out modificado, a

partir de la muestra sanguinea obtenida de cada una de las mujeres incluidas el estudio.

a)

b)

g)
h)

)

k)
)

Centrifugar la muestra sanguinea
a4300 g

Separar todo el suero de la
muestra

Extraer los leucocitos

Agregar 2 mL de sacarosa-triton y
ImL de agua bidestilada

Agitar en vortex

Incubar 10 minutos en frio

Agitar en vortex

Centrifugar 15 minutos a 3100 g
Decantar sobrenadante

Agregar 2 mL de sacarosa-triton y
I mL de agua bidestilada
Centrifugar 10 minutos a 3100 g
Suspender la pastilla en 72 pL de
NaCl 5mM

m) Transferir a tubo Eppendorf

n)

0)

p)

Agregar 36 pL de SDS al 10%
(agitar vigorosamente)

Incubar 5 minutos a temperatura
ambiente

Agregar 246 uL de NaCl saturado

Q)

Incubar 5 minutos a temperatura

ambiente

Centrifugar a 13000 g por 10

minutos

Recuperar la fase liquida

intermedia

Precipitar con dos volumenes de

etanol absoluto frio

Lavar con etanol 70% dos o tres

VECEeS

Centrifugar a13000 g 5 minutos.

Decantar el etanol

Suspender la pastilla con agua

bidestilada (20-60
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Anexo 2. Cuantificacion de ADN

Espectrofotometria de luz UV

El espectrofotdmetro ND-1000 ayuda a estimar la cantidad de DNA genémico y verificar su calidad,
dependiendo de la densidad dptica obtenida a dos diferentes longitudes de onda 260 nm y 280 nm.
Se considera que el DNA tiene una adecuada pureza cuando el cociente de densidad optica 260/280
nm es de 1.8, mientras que si es mayor a 2.0 se considera el DNA de la muestra podria tener algiin

tipo de contaminacidon que pueden ser sales o proteinas.

Procedimiento:
e Colocar 1 uL de H2O pura en el lector del aparato, cerrar el brazo del lector y realizar la
asignacion del elemento considerado blanco
e Limpiar el lector utilizando solamente material apropiado (kim wipes)
e Colocar ahora 1pL de la muestra problema y realizar la lectura

e Tomar los datos referentes a esa lectura
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Anexo 3. Integridad del ADN

Para verificar la integridad del ADN el método por excelencia es la separacion en gel de agarosa, el
cual permite la identificacion y purificacion de fragmentos de 4dcidos nucleidos ademas de verificar

la integridad.
Pasos:

e Preparar gel de agarosa al 1.5%, colocar en cdmara de electroforesis con una solucion buffer

TBE 1X

e A2 pL de muestra agregar 3 uL de buffer de carga 6X, cargar en el gel y correr a 60V durante
1h

e Observar en el transiluminador

Nota: Aquellas muestras que presentan un barrido se consideran como degradadas esto en

proporcion a la fluorescencia de la banda de integridad del DNA gendmico.
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Anexo 4. Fundamento de genotipificacion por sondas Tagman®

El analisis de las variantes del gen MTHEFR se realizo en PCR en tiempo real mediante el sistema

PCR allelic discrimination TagMan assays (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Las sondas tagman® son disefiadas por Applied Biosystems, estas hacen uso de la actividad 5'
exonucleasa de la Taq (Thermus aquaticus) DNA polimerasa. Estas sondas tienen un marcador
fluorescente en el extremo 5' y una molécula que absorbe ("quencher") la fluorescencia emitida por el
marcador en el extremo 3’. La sonda hibrida con el fragmento especifico (si esta presente) y, a medida
que se sintetiza la hebra complementaria al fragmento, la sonda se va degradando por la accion
exonucleasa, permitiendo que el fluoroforo se separe del quencher, y asi el fluoroforo pueda fluorecer al

ser excitado por el laser del equipo (Figura 9).

Sonda Tagman Marcador DNA polimerasa
F_luoresceme

Quencher 5@ T ®: :
FAM 5 . ‘F . 3
+ ' A

3
EXONUCLEASA 5 FAM
465-510 nm

—_—— — o
® > )3

.Fluorescencia

5

5

3

.
.
LA

DNA polimerasa
. .

Figura 9. Fundamento de sondas Tagman®
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Anexo 5. Condiciones de PCR en tiempo real

Las condiciones de la PCR en tiempo real fueron estandarizadas en el Laboratorio de Biologia
del Desarrollo de la Division de Investigacion Biomédica, Subdireccion de Ensefianza e Investigacion
del centro Médico Nacional "20 de Noviembre", Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los
Trabajadores del Estado (ISSSTE). Se corrieron las reacciones de PCR en dos volumenes finales
diferentes: (1) con volumen total de 10 uL (como lo recomienda el distribuidor) y (2) con la mitad del
volumen 5 pL. Los resultados fueron los mismos por lo que se opto por realizar la reaccion con un

volumen final de 5 uL (Tabla 11).

Tabla 11. Voliimenes para genotipificacion con sondas tagman®

Reactivos Volumen (pL)
Master Mix 2.5
Sonda Tagman® 0.125
Agua 1.5
DNA 1
Total 5
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Anexo 6. Carta de consentimiento pacientes

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA INDIVIDUOS CON
HIPERTENSION

México, D.F., a

Por medio de la presente yo,

autorizo mi participacion en el proyecto de investigacion titulado “ANALISIS DE VARIANTES
ALELICAS DEL GEN, MTHFR/CLCN6 Y CAMBIOS EPIGENETICOS EN LA REGION
PROMOTORA DE LOS GENES MTHFR/CLCN6 ASOCIADOS AL DESARROLLO DE
HIPERTENSION ARTERIAL ”

El objetivo de este estudio es conocer mediante un estudio realizado en un laboratorio, los cambios en
diversos genes (los cuales tienen el material de la herencia), que pudieran condicionar la presencia de
hipertension arterial .

Se me ha explicado que mi participacion consistird en: completar un cuestionario acerca de diversos
factores de riesgo para desarrollar hipertension arterial (como realizacion de ejercicios medicamentos
etc) y la toma de una muestra inica de 5 ml de sangre.

Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos, inconvenientes, molestias y
beneficios derivados de mi participacion en el estudio, que son los siguientes:

Riesgos y molestias:
a) por la toma de sangre: malestar y dolor, formaciéon de hematoma o morete en el sitio del
piquete de la vena.
b) por la extraccion de sangre: ninguno

Beneficios:

a) Se generara informacion para determinar la asociacion entre variaciones en el material
genético y el desarrollo de hipertension , lo que podria permitir hacer prevencion y dar
tratamiento oportuno.

Entiendo que conservo el derecho de retirarme o retirar mi muestra biologica del estudio en cualquier
momento en que lo considere conveniente, sin que ello afecte la atencion médica que recibo en el
Instituto. Asimismo, se me ha informado que esta muestra ademas podria ser utilizada en otros
estudios relacionados con problemas cardiovasculares con el fin de esclarecer los posibles mecanismo
que generan esas enfermedades, para ello mi muestra serd almacenada a -20°C durante un periodo de
15 afios en Division de Medicina Genomica, en el Centro Médico Nacional 20 de Noviembre,
ISSSTE, México, D.F., y a partir de la toma de la muestra y pasado este tiempo sera desechada.

El investigador principal se ha comprometido a darme informacion oportuna sobre cualquier
procedimiento alternativo adecuado que pudiera ser ventajoso para mi tratamiento, asi como a responder
cualquier pregunta y aclarar las dudas que le plantee acerca de los procedimientos que se llevaran a cabo,
los riesgos, beneficios o cualquier otro asunto relacionado con la investigacién o con su tratamiento.
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El investigador principal ha dado seguridades de que no se me identificard en las presentaciones o
publicaciones que deriven de este estudio y que los datos relacionados con mi privacidad seran
manejados en forma absolutamente confidencial. Para cumplir la anterior, el investigador utilizara para
la creacion de la base de datos (que tendran mi informacion clinica, asi como las respuestas del
cuestionario acerca de mis datos que se me aplicara), nimero de folio (NO empleara mi nombre) para
identificarme y de esa forma conservar mi anonimato.

Datos de la investigadora principal a los cuales puede comunicarse en caso de dudas o preguntas
relacionadas con el estudio Biol. Exp. Juan Carlos Pérez Razo, Division de Medicina Genomica, 2do.
Piso del edificio D en la Subdireccion de Ensefianza e Investigacion, Calle San Lorenzo 502, esquina
Av. Coyoacan, Col. Del Valle, Delegacion Benito Juarez, C.P. 03100 Teléfono: 52005003 ext. 14603.
correo electronico: juami_bioex@hotmail.com

Investigador Responsable Sefior (a)
Biol. Exp. Juan Carlos Pérez Razo

Investigador Asociado
Dr. Wilbert Pineda Pineda Testigo
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Anexo 7. Carta de consentimiento controles

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA INDIVIDUOS SANOS

México, D.F., a

Por medio de la presente yo,

autorizo mi participacion en el proyecto de investigacion titulado “ANALISIS DE VARIANTES
ALELICAS DEL GEN MTHFR/CLCN6 Y CAMBIOS EPIGENETICOS EN LA REGION
PROMOTORA DE LOS GENES MTHFR/CLCN6 ASOCIADOS AL DESARROLLO DE
HIPERTENSION ARTERIAL ”

El objetivo de este estudio es conocer mediante un estudio realizado en un laboratorio, los cambios en
diversos genes (los cuales tienen el material de la herencia), que pudieran condicionar la presencia de
hipertension arterial .

Se me ha explicado que mi participacion consistira en: completar un cuestionario acerca de diversos
factores de riesgo para desarrollar hipertension y la toma de una muestra inica de 5 ml de sangre.

Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos, inconvenientes, molestias y
beneficios derivados de mi participacion en el estudio, que son los siguientes:

Riesgos y molestias:
c) por la toma de sangre: malestar y dolor, formaciéon de hematoma o morete en el sitio del
piquete de la vena.
d) por la extraccion de sangre: ninguno

Beneficios:

b) Se generard informacidon para determinar la asociacion entre variaciones en el material
genético y el desarrollo de hipertension , lo que podria permitir hacer prevencion y dar
tratamiento oportuno.

Entiendo que conservo el derecho de retirarme o retirar mi muestra biologica del estudio en cualquier
momento en que lo considere conveniente. Asimismo, se me ha informado que esta muestra ademas
podria ser utilizada en otros estudios relacionados con problemas cardiovasculares con el fin de
esclarecer los posibles mecanismo que generan esas enfermedades, para ello mi muestra sera
almacenada a -20°C durante un periodo de 15 afios en Division de Medicina Gendmica, en el Centro
Médico Nacional 20 de Noviembre, ISSSTE, México, D.F., y a partir de la toma de la muestra y
pasado este tiempo sera desechada.

Pagina | 56



Luis Javier Cano Martinez

El investigador principal ha dado seguridades de que no se me identificara en las presentaciones o
publicaciones que deriven de este estudio y que los datos relacionados con mi privacidad seran
manejados en forma absolutamente confidencial. Para cumplir la anterior, el investigador utilizara para
la creacion de la base de datos (que tendran mi informacion clinica, asi como las respuestas del
cuestionario acerca de mis datos que se me aplicard), nimero de folio (NO empleard mi nombre) para
identificarme y de esa forma conservar mi anonimato.

Datos de la investigadora principal a los cuales puede comunicarse en caso de dudas o preguntas
relacionadas con el estudio Biol. Exp. Juan Carlos Pérez Razo, Division de Medicina Gendmica, 2do.
Piso del edificio D en la Subdireccion de Ensefianza e Investigacion, Calle San Lorenzo 502, esquina
Av. Coyoacan, Col. Del Valle, Delegacion Benito Juarez, C.P. 03100 Teléfono: 52005003 ext. 14603.
correo electronico: juami_bioex@hotmail.com

Investigador Responsable Sefior (a)
Biol. Exp. Juan Carlos Pérez Razo

Investigador Asociado
Dr. Wilbert Pineda Pineda Testigo
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