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RESUMEN

Se decidio identificar la prevalencia en nuestra poblacién de los polimorfismos genéticos mas
importantes en las enfermedades cardiovasculares como son el polimorfismo I/D del gen de Enzima
Convertidora de Angiotensina (ECA) y el polimorfismo M235T del gen del Angiotensinégeno (AGT),
asi como su asociacién con la HTA primaria. Este estudio también pretendié demostrar que el
genotipo DD del gen ECA, se asocia a mayores niveles de ECA sérico en HTA primaria.

Este estudio de tipo Caso-Control, Multicéntrico Nacional incluyd 238 pacientes de ambos sexos,
siendo 118 hipertensos, provenientes de 48 familias que se compararon con 120 normotensos.

Se extrajeron muestras para ADN, se realiz6 el analisis del polimorfismo por PCR en los genes
ECA y AGT, dosaje de ECA sérico y la determinacion bioquimica del perfil lipidico.

Los resultados obtenidos mostraron que la prevalencia de DD fue (13/118)11% y de TT (78/118)
66%. Obtuvimos diferencias significativas en los valores del ECA sérico: DD 44 + 20 U/I, ID 33 + 19
U/L, 13 £ 9.8 U/l (p<0,00I), no se encontré asociacion de HTA con estos genotipos.

Como conclusion tenemos que en nuestro grupo muestral la prevalencia del genotipo TT es
mayor que la de DD. Existe un mayor nivel de ECA sérico en los portadores del genotipo DD,
respecto a los portadores de ID y de Il. No encontramos asociaciéon de estos genotipos con la HTA
primaria
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ABSTRACT

Evaluation of the Prevalence on the Polymorphic genes from the Angiotensin Converting Enzyme
and from angiotensinogen on Primary Hypertense People on Peruvian Population

We have decided to identify the prevalence in our population about the most important genetic
polymorphisms in the cardiovascular diseases such as the I/D polymorphism of the gene at the
angiotensin converting enzyme (ACE) and the polymorphism of the gene at the angiotensinogen
(AGT), and also his association with primary High Blood Pressure (HBP). This study has also tried to
show that the DD genotype of ACE gene is associated with greater levels of serum ACE at HBP.

This study of the type: Case - Control, National Multicentric has included 238 patients, males and
females, being 118 hypertensives, who come from 48 families that are compared with 120
normotensives.

Some samples have been extracted for the DNA, it has been made the polymorphism analysis for
the PCR at the ACE and AGT genes, dosage of serum ACE and the biochemical determination of the
lipidic profile.
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Results: The DD prevalence was of (13/118) 11% and the TT prevalence was (78/118) 66%. We

have obtained significant differences on the values of serum ACE: DD 44 + 20 U/1, ID 33 + 19 UIL,
13 £ 9.8 U/1 (p<0,001), it has not been association from HBP with those genotypes.

Conclusion: We must say that in our sample group the prevalence of TT genotype is bigger than

the prevalence of DD genotype. There is a higher level of serum ACE at the DD genotype carriers.
We haven't fount any association of those genotypes with the primary HBP.

INTRODUCCION

1.

Epidemiologia.

La hipertension arterial (HTA) afecta aproximadamente al 25% de la poblacion mundial,
siendo una enfermedad multifactorial y poligénica. Mas del 15% de la poblacion adulta en paises
industrializados padece de HTA (1).

La HTA afecta aproximadamente 50 millones de americanos (74) y es responsable de
enfermedades deletéreas como Infarto de Miocardio Agudo, Insuficiencia Cardiaca Congestiva,
Enfermedad Vascular, Shock y Falla Renal. Ademas éstas contribuyen anualmente con 200 mil
muertes, en los Estados Unidos de Norteamérica.

Los estudios realizados en gemelos y en familias confirman que los genes juegan un papel
en la HTA, pero menos del 5% de los pacientes con HTA tienen una causa monogénica (2). Se
estima que un 20-40% de las familias Hipertensas, tengan una base genética poligénica (3).

Genéticay HTA

La Hipertensidon Arterial se considera producto de una compleja interaccién de factores
genéticos y ambientales. La variabilidad interindividual de HTA es también regida,
probablemente y en gran medida, por un patrén genético.

La HTA secundaria representa menos del 6% de todas las causas de HTA (4), mientras
que la HTA primaria con 94%, tiene una base genética evidente y compleja.

La totalidad de defectos genéticos identificados operan a través del Sistema Renina -
Angiotensina - Aldosterona (S.R.A.A) o a través de procesos fisioldgicos alternas que permiten la
retencion de electrolitos, la retencion de volumen por diferentes mecanismos y/o tiene efecto
sobre la funcién del érgano endotelial.

2.1. Causas monogénicas de HTA

Algunos defectos genéticos identificados, asociados con hipertensién arterial, tienen
un mecanismo hereditario Mendeliano, es decir tienen una transmisién de rasgos
codificados por un solo gen. Asi tenemos el Sindrome de Liddle, que produce hipertension
severa y es un rasgo autosomico dominante, cuyo defecto esta en el canal de sodio
epitelial del nefrén distal, por defecto de la subunidad beta, cuya actividad esta aumentada.
El Sindrome del aldosteronismo remediable o tratable con corticoides, cuyo fenotipo esta
mapeado en 8qg2l, que contiene 2 genes candidatos, la sintasa aldosterona y la 11-B-
hidroxilasa, es autosémico dominante causado por duplicacion de genes que se fusionan,
originando un gen quimérico aldosterona sintasa, que codifica la proteina que hidroxila al
cortisol en posicion 18 y cuya expresion esta bajo el control de la ACTH (hormona
Adrenocorticotréfica) y en menor cuantia responde a angiotensina Il (All). Administrando
corticoides se controla el problema de HTA ©. El Sindrome de aparente exceso de
mineralocorticoides es autosémico recesiva, causado por deficiencia de II-B-hidroxies-
teroide deshidrogenasa (11-B-HSD) asi el cortisol no es inactivado en las células del
tubulo colector, por lo que su exceso activa el receptor mineralocorticoide y conlleva a la
reabsorcioén de so dio, por el canal epitelial de sodio.



2.2.

2.3.

Alelos de susceptibilidad a HTA

No todo esta explicado por estas mutaciones de rasgos dominantes o recesivos, sino
que es mas complejo ante la presencia de varios genes los cuales interactuan y sufren
pequefias variaciones que por si solas no tendrian mayor significado, sin embargo, al
combinarse con otras variaciones de otros genes, crean efectos deletéreos. Ademas estos
cambios y combinaciones parecen ser diferentes entre los individuos hipertensos (6).

Entre estos "alelos de riesgo" que aumentan la susceptibilidad a HTA estan el
polimorfismo Gly 460 Trp del gen aducin a de la proteina aducina a/f heterodimérica, que
conforma el esqueleto del tubulo renal, y que actia uniéndose a la actina en el cito
esqueleto (7). Sus mutaciones estan implicadas en la presencia de HTA, ya que produce
aumento de la velocidad de la bomba sodio potasio (8). Esto se demostré en familias
hipertensas italianas, japonesas y francesas (9,10.11), por medio de una asociacion
existente entre mutacién del gen alfa aducin y HTA El Gly 460 Trp polimorfico tiene alelos
Trp 460 y Gly 460, éstos se relacionan con la mayor o menor sensibilidad a la sal para su
absorcion renal siendo el Trp 460 el mas' estudiado, por su relacién con HTA En el estudio
de O' Melander et al (7) no se encontré asociacion entre este polimorfismo y la HTA
primaria en Escandinavos.

Hay también diferencias genéticamente determinadas para el 6xido nitrico sintasa
tipo constitutivo, que se relaciona con elementos importantes del Sistema Renina
Angiotensina Aldosterona (SRAA), como es la A Il, ademas de otros elementos
reguladores del 6érgano endotelial. De tal manera que podria desarrollar un papel en la
variabilidad de respuestas para el dafio de érgano blanco, en personas con HTA severa

(4).
La mutacién de genes del Sistema de Renina - Angiotensina — Aldosteronay HTA

El SRAA sérico y tisular tienen un rol importante en la patogenia de HTA, asi como
en la de las otras patologias cardiovasculares. La variabilidad en la expresion genética
compromete algunos de sus componentes enzimaticos. Es por eso que se ha estudiado el
codigo genético para cada proteina de este sistema (1): Renina, Angiotensindgeno, ECA,
All, receptor ATI-A y ATI-B de All, receptor AT2 de All, aldosterona; ademas otros que
interactian con el sistema del Oxido Nitrico Sintasa, gen de Endotelina 1 y gen del
receptor Beta-2 para Bradiquinina. Estos componentes afectarian también el érgano
blanco del hipertenso.

2.3.1. Variacion del Gen Aldosterona Sintasa

La Aldosterona, uno de los componentes finales del SRAA juega un rol importante
tanto en la presién arterial como en la estructura arterial. Es sabido que tiene rol
importante en la reabsorcion del sodio a nivel renal, pero también estaria implicada en la
disminucion de elasticidad en las grandes arterias contribuyendo indirectamente al
desarrollo de HTA (2.

El gen Aldosterona Sintasa (CYP11Beta 2) con sus dos polimorfismos T 344 C
localizado en el gen promotor y el T4986C localizado en 7mo. exon, en el codén 386 (Val
386 Ala) han sido poco estudiados no encontrandose asociacion significativa con HTA,
pero si con la variacion de niveles de aldosterona y la falta de elasticidad arterial 12 La
Aldosterona cuyo estimulador importante es la aldosterona sintasa, es responsable de la
sintesis de colageno cardiaco y vascular '* ' Y esto contribuiria a la rigidez de la pared
arterial en las grandes arterias y por ende al aumento de presion arterial.

2.3.2. Gen de Renina
Este gen fue el primero en ser estudiado, pero se fracasé en el intento por

demostrarse su posible relacién con HTA, quedando como que su rol no fuese
determinante en la etiologia (%)



2.3.3. Mutacion del Gen de Angiotensindgeno

El angiotensinégeno, como se conoce es la enzima determinante para los niveles
de A Il. Tedricamente y por estudios experimentales se sabe que la mutacion del gen del
angiotensindégeno (AGT) produce mayores niveles de angiotensindégeno circulante. Si bien
algunos han demostrado una fuerte asociacion entre el gen AGT y la HTA, otros no lo han
podido corroborar. El gen de AGT con la presencia de Treonina en vez de Metionina en
posicion 235 de ese coddén (M235T) predispone al sujeto a desarrollar HTA o por lo menos
lo hace susceptible. Se le ha relacionado a la HTA inducida por el embarazo y la
sensibilidad a la sal, asi como a la hipertension sistdlica aislada, pero sin resultados
definitivos ).

Esta mutacion M235T se ha estudiado extensamente. Una persona normal tiene el
genotipo MM, una mutaciéon homocigote seria TT y un heterocigote con un alelo anormal
serla MT. EI TT es comun en japoneses y caucaS|cos y en estas razas se asociaria a HTA

Algunos autores como Johnson et al. "® o colocan como predictor de la HTA del
anciano, por lo que seria importante investigar si la prevalencia de HTA que sabemos
aumenta con la edad, asi como que existe una relacion de edad y sexo, esta en relacion a
estos y otros genotipos.

En un estudio realizado por Hingorani AD, et al ¥ los sujetos hipertensos con MT
y TT tienen mejor respuesta a la terapia con inhibidores de la ECA, respecto a los MM, sin
embargo esto no se pudo corroborar en otras investigaciones %

Hopkins et al @ especula por resultados obtenidos, que el genotipo TT seria un
marcador de HTA y ademas un marcador predictor del riesgo de sufrir enfermedad renal
terminal. La infusion de All en personas hipertensas con genotipo TT, produjo una
reactividad brusca a nivel renovascular, deteriorando la funciéon renal. Hasta la fecha
existen resultados divergentes, en su papel predictor en la produccién de dafio de 6rgano
blanco por HTA.

La varlante M235T, como predictor de enfermedad coronaria, se mantiene adn
controversial @

2.3.4. El Polimorfismo I/D del Gen ECA

El Dipeptil Carboxipeptidasa 1 6 enzima convertidora de angiotensina 1 o Kinasa
I, tiene un rol mayor en la regulacién de la presion arterial y el balance electrolitico, asi
como ofras funciones a nivel sistémico y tisular, hidrolizando Al a All. Es vasopresor
potente y estimula al péptido aldosterona, ademas inactiva a la bradiquinina que es un
vasodilatador importante. El gen ECA codifica dos enzimas: La isoenzima somatica ECA
expresada en muchos tejidos, como la célula endotelial vascular, célula epitelial renal y
célula del tegdo testicular. La otra isoenzima ECA germinal o testicular expresada sélo en
el esperma

El ECA sérico puede variar entre los individuos, tanto como cuatro a cmco veces
su nlvel sin embargo son pequenas estas variaciones en el mismo individuo®® R|gat B. et
al® identificaron el polimorfismo del gen ECA, la insercién o delecion de un fragmento de
287 pares de bases (bp) , en el intron 16, el cual no tiene efecto sobre la actividad
transcripcional del gen o de la estructura proteica. Su presencia define el alelo | y su
ausencia la define el alelo D. De tal manera que aquellos homocigotes para la insercion se
designan Il y para la delecién, DD, el heterocigoto para ambas mutaciones se designa
como ID.

El genotipo DD incrementa los niveles tisulares del ECA y genera una mayor
cantidad de All, que produce cambios a corto y largo plazo en la estructura y tono
vascular, aumentando la re3|sten0|a vascular lo que a su vez mejora la expresion vascular
del ECA perpetuando la HTA V. Actualmente las publicaciones respecto a su asociacion y
riesgo de tomar parte en la expresion fenotipica de HTA, es realmente controversial.

Se sugiere que el pollmorflsmo I/D del gen ECA sea el gen mayor responsable de
la variabilidad del ECA plasmat|co , a pesar de esto Berge i Berg ) no encontraron



2.4.

asociacion significativa entre este polimorfismo y la variacién de presion arterial sistélica y
diastélica.

Ulrich F, et al ©® publicaron un estudio en el que no encontraron asociacion
significativa entre polimorfismo I/D del gen ECA y polimorfismo M235T del gen de
angiotensinégeno, con la HTA primaria; pero si mayores niveles de ECA sérico, en
aquellos con el genotipo DD del gen ECA. A pesar de estos resultados no deja de
reconocerse la importancia que vienen teniendo estos polimorfismos.

El genotipo DD, probablemente sea responsable de la predisposicion a HTA, esta
afirmacién se infiere a partir de observaciones, como la realizada en africanos -
americanos hipertensos, comparados con normotensos en la cual la frecuencia del
genotipo DD estuvo incrementado en los hipertensos @7 Se encontrd también niveles mas
altos de ECA sérico en aquellos sujetos con el genotipo DD, en relacion a los genotipos I/D
el 2:30) g acepta que existe una interaccion de este polimorfismo con otros genes
reguladores que han sufrido variacion y que dependerian de factores raciales, ambientales
y hereditarios, esto podria en parte explicar las diferencias encontradas en los trabajos
realizados.

Ueda et al. ®" también mostraron una mayor elevacién de presion arterial en
aquellos sujetos con genotipo DD, al infundir angiotensina |, en comparacién con aquellas
que teman el genotipo Il. Mattei et al. asignaron al gen ECA el locus 17923 por hibridacién
in situ ¢

Zee Ryl et al, encontraron asociacion entre el alelo | y HTA en una poblacion
australiana ®?. En contraste, otros investigadores no encontraron dicha asociacion gero
se recalca que se estudio otra poblacion hipertensa (raza blanca y raza Japonesa) 293
El alelo D también se ha asociado a enfermedad coronaria ®°, infarto de miocardio, en
reestenosis post angioplastia, cardiopatia isquémica dilatada, cardiomiopatia hipertrofica e
hipertrofia ventricular izquierda; sin embargo, no todos estos hallazgos han podido
confirmarse en otros estudios.

2.3.5. El gen del Receptor ATI de la All

El gen del Receptor ATI de All sufre una mutacioén que ha sido |dent|f|cada como el
polimorfismo Al166 C y ha contribuido a comprender alteraciones arteriales @7

La frecuencia del alelo C de este gen se ha visto incrementada en HTA severa
parece ser que el polimorfismo A1166C tendria mayor importancia que el
polimorfismo del gen ECA, en determinar la elasticidad arterial ®®. Tiene tres genotipos
identificados: AA normal, AC y CC, siendo el alelo C como se reviso, el que se relaciona a
la mayor rigidez de las arterias de gran calibre, demostrada por la medida de Ia velocidad
de la onda de pulso, la que fue mayor en los portadores del alelo C ©9. También
contribuiria a producir un aumento de la relacién de colesterol total/C - HDL, aumentando asi
el riesgo coronario.

(37,38)

Por otro lado, los sujetos con alelo C mostrarian mejor respuesta a la terapia con
inhibidores de la ECA al reducir la velocidad de onda de pulso (40)

Respuesta genética a la Terapia Farmacoldgica.

En cuanto a la terapia con inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina
(IECA), existe gran variacién interindividual de respuestas hemodinamicas y hormonales,
por lo que los estudios estan enfocados a descubrir los factores como: edad, sexo, origen
étnico, etc., pero han fallado en dar una repuesta satisfactoria, debido a la gran he-
terogeneidad de la poblacién y especialmente porque existe una base gen ética compleja
responsable de casi 96% de las causas de HTA primaria. Esto actualmente viene
formando parte de lo que se conoce como farmacogenética.

La variacion de renina interindividual, parece no tener mucha |mportanC|a
(variacion menor del 10%) como para explicar la variacion en la respuesta a los IECA.



El nivel sérico de ECA per sé parece igualmente tener menos importancia en
regular la respuesta a los IECA. Evidencias recientes sugieren que el 50%
aproximadamente de la variacién de la actividad ECA es familiar y puede ser explicado por
efecto de un gen mayor “2)

Como se ha revisado anteriormente el polimorfismo I/D del gen ECA influge no
solo en la concentracion sérica de la ECA y su actividad ®®, sino en el ECA tisular “?, asi
como del ECA de linfocitos T “*).

Los sujetos con genotipo Il tendrian mejor respuesta antihipertensiva que los otros
genotipos a los IECA, con una reduccion mayor de la presién arterial en las primeras
horas. Ueda et al, postulan que el genotipo ECA predice mas del 50% de la variaciéon en
respuesta a la inhibicion de los ECA independientemente de la actividad de ECA “2)
inclusive en un estudio realizado por ellos, encontraron que el efecto del Enalaprilato fué
significativamente mayor y mas duradero en normotensos homocigotes para el genotipo |l
del gen ECA, comparado con aquellos que poseian el genotipo DD, estos requerian de
mayores dosis del farmaco, asi como mas tiempo para estabilizar la presion arterial.

Debemos sefialar, que la identificacion de las variaciones genéticas contribuiria a
identificar defectos moleculares primarios que forman la base de mecanismos normales de
regulacion de la presién arterial en humanos, al entendimiento de las vias bioquimicas y
fisiolégicas que ligan a los factores de riesgo con HTA, al entendimiento de la fisiopa-
tologia de las otras enfermedades cardiovasculares, asi como al mejor conocimiento de la
farmacodinamia y farmacocinética dentro del nuevo campo de la farmacogenética.

Es la primera vez que se realiza un estudio de este tipo en nuestro medio, y fuera
del pais no hay un estudio hasta el momento realizado en una poblacion tan diversa en
cuanto a mestizaje. Este estudio pretende contribuir al mejor conocimiento de los genes
afectados por factores como es la raza, de alli que la amplia heterogenicidad racial, por el
gran mestizaje de razas como la indigena, blanca, amarilla y negra, nos dara muy valiosa
informacion, que alimentara a la controversia existente. Contribuiria a identificar al grupo
en riesgo, por la mayor prevalencia y frecuencia de estos genes; asi como también
permitira un mejor entendimiento de la variacién y complejidad de estos patrones
genéticos que interactian con factores exdgenos ambientales.

Esto permitird optimizar en nuestra poblacién la prevencién primaria con mucho
tiempo de anticipo a la manifestacion fenotipica que es la HTA, identificando ademas
grupos en riesgo de desarrollar dafo de 6rgano blanco; asi como también a los subgrupos
que se beneficiarian de un determinado farmaco antihipertensivo, por tener una mejor
sensibilidad genética al farmaco.

OBJETIVOS DEL ESTUDIO.

¢ Identificar la prevalencia de los polimorfismos genéticos mas importantes y mejor estudiados
como son el polimorfismo I/D del gen ECA vy el polimorfismo M235T del gen de AGT en
nuestra poblacion muestral Hipertensa.

e Demostrar si existe 0 no una asociacion de estos genotipos con la HTA primaria.

e Establecer si el genotipo D ID del gen ECA, se asocia a mayores niveles de ECA sérico en
HTA primaria.

e Establecer la frecuencia de los genotipos en relacion a la edad y sexo en los pacientes con
HTA.

MATERIAL Y METODOS
1. Disefio del Estudio Poblacional
Es un estudio de tipo Caso - Control (observacional, transversal, comparativo, efecto -

causa) Multicéntrico Nacional, en el que se estudiaron 238 pacientes hombres y mujeres
mayores de 18 anos, de los servicios de cardiologia de tres hospitales nacionales y del



consultorio médico de la Facultad de Medicina de la USMP. De los cuales 118 pacientes
provenientes de 48 familias, son portadores de Hipertension Arterial Primaria o Esencial y a los
que se les denomind casos. Se incluyeron a los familiares en primer grado de consanguinidad,
de tales pacientes hipertensos, debido a la existencia de la influencia hereditaria conocida. Se le
sugirié al paciente con HTA que invitara a participar del estudio a sus familiares en primer grado
de consanguinidad sean o no hipertensos, de tal manera que los portadores de HTA formaron
parte del grupo de casos y los normotensos parte del grupo control. Se excluyeron aquellos
pacientes con HTA secundaria (0 causa conocida), ICC GF Il - IV, insuficiencia renal aguda o
cronica, infarto al miocardio agudo y antecedentes de infarto al miocardio, aquellos menores de
18 anos o aquellos que se negasen a firmar un consentimiento informado por escrito para el
estudio.

A las personas estudiadas que fueron normotensas de los mismos centros se les
denomind controles y fueron en numero de 120. Estos controles estaban compuestos por
familiares sanos de los casos y por normotensos que provenian de familias normotensas.

El nimero minimo de muestra a estudiar que se determiné fue de 92 casos y 92 controles.
Se calculdé en base a la prevalencia de exposicion esperada del genotipo DD: en el grupo de
casos 27% y 10% en el grupo control, tomandose como referencia uno de las primeras
publicaciones de prevalencia en la poblacién general, publicado por Cambien et al. en 1992 “®.
Asi mismo, se utilizé un nivel de confianza del 95% y potencia del 80%, el calculo se realizé en el
paquete estadistico Epiinfo 6.0.

El estudio se realizé entre Marzo del 2000 y Diciembre del 2001.

Recoleccién de Datos y Muestras

Se prepararon cuestionarios estructurados, que tenian anexados consentimientos
informados, los cuales fueron aprobados por el Comité de Etica de cada Hospital. Se realizé de
manera directa a través de dichos cuestionarios y en forma indirecta a través de la historia
clinica, al momento del ingreso a los servicios consignados.

Se determinaron datos de filiacién, antecedentes contributorios, examen fisico y la
determinacion de un electrocardiograma en la mayoria de pacientes. Los examenes de
laboratorio y estudios genéticos se realizaron en el Instituto de Investigacion de la Facultad de
Medicina de la Universidad San Martin de Porres. Los hospitales participantes fueron el Hospital
Cayetano Heredia, Hospital Nacional Arzobispo Loayza y el Hospital de EsSalud de Chincha, asi
como el consultorio médico de la Facultad de Medicina de la USMP.

Se extrajeron dos muestras sanguineas por persona y en ayunas, tanto al grupo de casos
como a los del grupo control para el dosaje de Enzima Convertidora de Angiotensina sérica
(ECA), perfil lipidico y determinacion del ADN. Para aquellos con prescripcion de inhibidores de
la enzima convertidora, se suspendié esta medicacion 15 dias (75) antes de la extraccién de
sangre para el dosaje de la ECA. Se utilizé el método de extraccion al vacio en dos tubos de
ensayo, uno con EDTA y otro sin anticoagulantes.

Determinacién Genética
3.1 Muestras

Con el consentimiento del individuo se procedio a la toma de la muestra de sangre
periférica colectada en tubos vacutainer conteniendo un anticoagulante (EDTA).

3.2 Extracciéon del ADN

La extraccion del ADN estuvo basada principalmente en la metodologia
simplificada utilizada por Fujita en 1991 (45). A 5 ml. de sangre periférica se le adicion6 2
volumenes de la solucion tampén TE 2:5 (20mM Tris-HCI, 5mM EDTA), se mezcld pro-
duciéndose la lisis parcial por hipotonia y se centrifugé a 3,000 rpm por 10 min. Este paso
fue repetido por 5 veces o hasta que se haya eliminado la mayor cantidad de eritrocitos
anucleados y la hemoglobina. El pellet fue resuspendido en 0.2 volimenes de TE 20:5y se



adicion6 Sarkosyl (Lauroylsarcosine) a una concentracién final del 1 % para lisar los
nucleos restantes liberando el ADN. El lisado fue incubado toda la noche con 100 ug/ml de
proteinasa K a 50°C y luego se le adiciond acetato de amonio a una concentracion final de
3M y 2.5 vol. de etanol absoluto para precipitar el ADN. Se eliminé el etanol y la
suspensiéon de ADN fue resuspendida en 500 ul de TE 20:5, luego se le adicioné NaCl a
una concentracion final de 0.2M y 2.5 vol. de etanol absoluto. Se eliminé el etanol y el ADN
fue re suspendido en TE 20: 1 a una concentracion estimada de 200 ug/ml. La cantidad de
ADN fue estimada empiricamente por inspeccion visual del tamafo de la suspensiéon de
ADN precipitada.

3.3 Analisis del polimorfismo por PCR en los genes de la Enzima Convertidora de
Angiotensina-l (ECA) y Angiotensinégeno (AGT)

3.31 ECA

El polimorfismo insercion/delecion del ADN localizado en el intrén 16 del gen de la
enzima convertidora de la angiotensina-l fue detectado utilizando oligonucleoétidos
(primers) complementarios a las regiones que flanquean la insercion y mediante la
amplificaciéon en cadena de la polimersa (PCR).

Las reacciones se llevaron a cabo segun la metodologia de Rigat y col.(1992) “©)
utilizando 10 pmoles de cada primer: forward 5'-CTG GAG ACC ACT CCC ATC CTT TCT-
3'y reverse 5-GAT GTG GCC ATC ACA TTC GTC AGA T-3' en un volumen final de 25ul
conteniendo 1X PCT buffer (Perkin Elmer), 3mM MgCI2, 0.5mM dNTPs y 1U de Taq
polimerasa (Perkin Elmer). EI ADN fue amplificado por 30 ciclos con una denaturacion de
94°C por 1 min., una hibridaciéon de 58°C por 1 min. y una extension de 72°C por 1 min.
usando un termociclador Amplitron Il (Thermolyne). El producto de PCR fue visualizado
mediante la electroforesis en geles de agarosa al 1.5% y la tincion con bromuro de etidio.
El producto de PCR es un fragmento de 190pb en ausencia de la insercion (D) y un
fragmento de 490pb en presencia de la insercién (1). (fig 1).
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3.3.2 AGT

Algunos reportes muestran una fuerte evidencia que la variante molecular del gen
del angiotensinégeno constituida por la mutacion de T por C en el nucleétido 704 del exon
2 que conlleva a la sustitucién de la treonina por la metionina en el aminoacido 235, se
encuentra muy ligado al fenotipo de hipertensién y niveles elevados de angiotensinégeno
en el plasma. Este polimorfismo puede ser detectado a través de la amplificacion en
cadena de la polimerasa (PCR) y el analisis con enzimas de restriccion. El cambio de T por
C no altera un sitio de restriccién, sin embargo produce una mitad del sitio para Tth1111
(GACNNNGTC), la otra mitad es sintetizada por el PCR utilizando primers con 2 CAMBIOS
en la posicién 4 y 5 del extremo 3' el primer reverse.

Las reacciones se llevaron a cabo utilizando 5 pmoles de cada primer disefiados
por Russ y col. (1993)*”: forward 5-CCG TTT GTG CAG GGC CTG GCT CTC T-3'y
reverse 5'CAG GGT GCT GTC CAC ACT GGA CTC CC-3..



El PCR se llevé a cabo con las modificaciones realizadas en el Instituto de
Genética y Biologia Molecular de la USMP. En un volumen final de 25ul conteniendo IX
PCR buffer (Perkin Elmer) , 0.5mM dNTPs, 4 mM MgC12 y IU de Taq polimerasa (Perkin
Elmer) se amplificé el ADN por 30 ciclos con una denaturacion de 94°C por 45 seg., una
hibridaciéon de 66°C por 45 seg. y una extensién de 66°C por 45 seg. usando un
termocic1ador Amplitron Il (Thermolyne). El producto amplificado de 165pb fue visualizado
mediante la electroforesis en geles de agarosa al 1.5% vy la tincion con bromuro de etidio.

Se diluyeron 10ul del producto amplificado en 20 ul conteniendo IX del buffer
correspondiente a la enzima, IX de BSA (albumina de suero de bovino) y 3U de Tthllll
(Promega) y se incubaron a 65°C por toda la noche. El fragmento de 141pb producido por
la digestion de Tth 1111 en los fragmentos amplificados que llevan C en la posicién 704
puede ser visualizado a través de la electroforesis en geles de agarosa al 2.5% vy la tincion
en bromuro de etidio. (fig. 2).
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4. Determinacion Bioquimica

4.1

Dosaje de ECA sérico:

De una muestra de sangre heparinizada se extrajo el plasma o suero por
centrifugacion. Se guardo estable a lo mas por una semana en refrigeracion y luego de
este periodo por congelacion en los casos que fue requerido. Se tuvo en consideracion
que el ECA sérico podia regresar a niveles normales a partir de las 12 horas de
administrado un IECA como el Captopril por ejemplo, por 10 que no se aceptaron muestras
de pacientes que habian tomado este tipo de medicacion desde dos semanas antes,
inclusive.

Se utilizé el ECA Reagent, un producto de Sigma Diagnostics para la
determinacién del ECA sérico a 340 nm de absorvancia. Se utilizaron: un ECA calibrador,
un espectro fotometro capaz de medir una absorbancia de 340 nm., pipetas y cubetas con
propiedades Opticas, un timer y una cdmara de cubetas a temperatura constante.

El método es espectrofotométrico, modo cinético que consiste en comparar la tasa
de reaccion de la muestra de un substrato sintético catalizada por ECA, con la obtenida
con el calibrador ECA a temperatura de 30°C 6 37°C. El substrato sintético es el Tripéptido
N - [ 3 - (2 - furil) acriloyl] - L - fenilalanilgliglicina (FAPGG) y es hidrolizado a
furilacriloylfenilalanina (FAP), que resulta en un decremento de la absorvancia a 340 nm.

ECA
FAPGG —> FAP + Gliglicina

En este procedimiento se siguieron las recomendaciones estrictamente dadas por
la casa Sigma Diagnostics.

Se preparo el ECA Reagent, luego se reconstituyd el ECA calibrador de acuerdo al
inserto de la caja. Se pipeted 1.0 ml de la solucion del ECA Reagent en cada una de dos



4.2

cubetas rotuladas con TEST y CALIBRATOR. Se agreg6 0.1 ml. Del especimen a la
cubeta marcada con TEST y 0.1 ml. del calibrador ECA a la cubeta marcada con
CALIBRATOR a 340 nm. Se mezclaron por inversion, luego se colocaron las cubetas a
temperatura constante en el compartimento de cubetas y se esper6 5 minutos
aproximadamente. Se hizo la lectura y se grabd las absorvancias de TEST vy
CALIBRATOR a 340 nm. vs agua como referencia. Estas tuvieron las "A" iniciales.
Exactamente 5 minutos después, nueva mente se leyd y grabé las absorvancias como "A"
finales. El procedimiento de calibracién es linear hasta una actividad del ECA de 120 u/l.
Los valores normales del ECA sérico van desde 8 - 52 u/l a 37°C 6 5 - 33 a 30°C. Se tomd
en cuenta las condiciones de bioseguridad durante el procesamiento.

Determinacién bioquimica del perfil lipidico

Los equipos utilizados fueron un autoanalizador bioquimico VITALAB modelo
SELECTRA 2 y una centrifugadora automatica. Se utilizaron Kits de reactivos para la
determinacién del colesterol total, determinacion de colesterol HDL sérico, y triglicéridos.
Se utilizaron: un suero control normal y patolégico (Merck - Qualitrol), calibrador multi-
paramétrico (Merck -SMT), tubo de 75x12 mm., guantes descartables, pipeta automatica y
tips (25 - 250 ul) y una copa pediatrica. Muestra de sangre venosa, que luego de
centrifugada a 3500 r.p.m. por 5 minutos se separ6 el suero en el tubo de 75 x 12 -mm.
Luego de calibrar el equipo y hacer el control de calidad (reglas de Westgard), se realiza el
procesamiento de la muestra, mezclando el re activo precipitante con la muestra y
colocando finalmente el sobrenadante en el equipo VITALAB SELECTRA 2, para su
lectura.

Se tomaron en cuenta en todos los procedimientos las condiciones de
bioseguridad.

4.2.1 Concentracion del colesterol total sérico: Método enzimatico colorimétrico. Se
utilizaron Kits de reactivos para la determinacion de colesterol total.

4.2.2 Concentracion del colesterol HDL sérico: Método enzimatico colorimétrico, del
sobrenadante producto de la precipitacién del fosfotungstato.

4.2.3 Concentracion de triglicéridos séricos: Método enzimatico colorimétrico.

4.2.4 Concentracion del LDL sérico: Se utilizd la férmula de Friedwald, valida para
triglicéridos menores a 300 mg/ dl. (C-LDL = C. Total - C-HDL + TRIG/5).

Andlisis Estadistico

Concluido el trabajo de campo los datos fueron procesados en el paquete estadistico

SPSS, version 10 para realizar los siguientes analisis:

Identificacion de datos perdidos (missing) debido a que algunas fichas presentaban
informacion incompleta (<10%).

Obtencion de frecuencias y porcentajes en datos cualitativos.

Obtencion de medias y desviaciones estandares en datos cuantitativos.

Analisis de riesgo con su respectiva significancia estadistica empleando el analisis OR (Odds
Ratios), y la prueba de Chi2.

Analisis de diferencias de medias con la prueba t de student.

Andlisis de diferencias de mas de dos medias con la prueba F de analisis de varianza.
Andlisis de diferencia de porcentajes con la prueba de Chi2 de comparacién de
proporciones.

Regresioén logistica para determinar la relacién conjunta de los factores de riesgo con la
variable dependiente.

La significancia estadistica utilizada ha sido del 5%, es decir toda vez que el valor de p
resulté menor que 0,05 se considerd un resultado estadisticamente significativo.

Elaboracion de cuadros y graficas con la ayuda de la hoja de calculo Excel.



RESULTADOS

Las caracteristicas demograficas y clinicas se muestran en la tabla 1.

Tabla 1.

Grupo

Caso (n=118) Control (n=120)

Media Desv. Media Desv. p<

tipica tipica

EDAD (anos) 55,0 14,0 51,0 140 NS
IMC (Kg/m2) 18,0 15,0 26,0 4,0 0,001
PAS (mmHg) 146,0 39,0 108,0 14,0 0,001
PAD (mmHg) 87,0 22,0 70,0 90 0,001
CT (gr/dl) 2130 43,0 182,0 40,0 0,001
C-LDL (grd) 123,0 35,0 103,0 37,0 0,001
C-HDL (gr/dl) 48,0 15,0 48,0 16,0 NS
TRIG (grd)  191,0 110,0 160,0 111,0 NS
ECA sérico (UA) 27,0 19,0 22,0 13,0 NS

NS: No significativo (p>0,05)
IMC: Indice de Masa Corporal; PAS: Presién Arterial Sistélica; PAD: Presion Arterial Diastdlica; CT:
Colesterol Total; TRIG: Triglicéridos.

El IMC (grafico 1) fue mayor en el grupo control, mientras que el CT y C-LDL (grafico3) fueron
mas altos en el grupo de casos con diferencia estadistica significativa. Obviamente la diferencia PAS
y PAD (grafico 2) es a favor del grupo de casos.
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En lo referente a las caracteristicas personales o antecedentes que afectan a los grupos
muestrales de estudio, observamos que la DM estaba presente en mayor cantidad en los casos que
en los controles (10,3%) vs (1,9%) respectivamente (p<0,01l); el tabaquismo era mayor en los
controles que en los casos (19,7%) vs (7,9%) respectivamente (p<0,01); la ingesta de alcohol
frecuente estuvo presente en mayor cantidad de controles que de casos (42%) vs (7,9%)
respectivamente (p<0,01) (ver tabla 2).

Tabla 2. Caracterisitcas personales que afectan a la
poblacion de estudio

Grupo

Casos (n=118)  Control (n=120)

n % n % p<
Diabetes
Mellitus 13 10.30% 3 1.90% 0.01

Dislipidemia 29 23.00% 26 16.60% NS
Tabaco 10 7.90% 31 19.70% 0.01

Alcohol 10  7.90% 66 42.00%  0.001

NS: No significativo (p>0,05)

En las tablas 3, 4, 5, 6 (ver anexos) se observa la no existencia de riesgo para sufrir HTA en los
portadores de DD y/o TT comparado con los otros genotipos del mismo gen.

Tabla 3. Asociacién de los genotipos del polimorfis- Tabla 4. Asociacién de los Genotipos del Poli-motfis-

mo ECA y la prescencia de hipertension mo ECA y la presencia de hipertension

Genotipo Casos Controles Total Genotipo Casos  Controles Total

DD 13 12 25 DD 13 12 25

D 54 56 110 Il 51 52 103
TOTAL 67 68 135 TOTAL 64 64 128
OR=1,12 IC95%; 0,47-2,68 p=0,79 OR=1,26 IC95%: 0,53-2,99 p=0,60

Tabla 5. Asociacién de los Genotipos del Polimor- Tabla 6. Asociacién de los Genctipos del Polimor-
fismo AGT y la presencia de hipertensién fismo AGT y la presencia de hipertensién
Genotipo Casos Controles Total Genotipo Casos  Controles Total
T235 78 67 145 1255 8 67 145
M235T 33 41 74 235N 7 11 18
TOTAL 111 108 219 TOTAL 85 78 163

OR=1 ’45 |C95%: 0,82-2,54 p=0,20 0922,32 IC95%: 0,94“5,78 p=0,06



En cuanto a la distribuciéon de los diferentes genotipos del ECA y AG T, obtuvimos una
distribucion uniforme desde el punto de vista estadistico entre casos y controles y de las cuales
calculamos la prevalencia de cada una, obteniendo lo siguiente: Il (51/118) 43%; ID (54/118) 45%;
DD (13/118) 12%; MM (7/118) 6%; MT (33/118) 28%; TT (78/118) 66% (Tablas 7 y 8).

Tabla 8. Presencia de los Polimorfismo AGT y la pre-

Tabla 7. Presencia de los Polimorfismo ECA vy la pre- sencia de hipertension

sencia de hipertension AGT C

ECA Casos Controles Total - vantroles T
DD 13 1o o5 1235 78 67 145
D 54 56 110 M235T 33 41 74

Il 51 50 103 235M 7 11 18
TOTAL 118 120 238 TOTAL 118 119 237
X2=0,09 p=0,95 X2=4,76 p=0,09

En cuanto al sexo cuando se comparan casos y controles con HTA no se encuentran diferencias
en su distribucion (tabla 9). Tampoco hubo diferencias en el sexo cuando se les compard con los
polimorfismos del ECA y AGT (tablas 10 y 11), 10 cual era de esperar ya que ninguno de estos
genes estan ligados al cromosoma X, ni al cromosoma Y.

Tabla 9. Relacion entre |a variable sexo y la Presen- Tabla 10. Relacién entre la variable sexo y Genotipo ECA
cia de hipertension
Sexo Casos Controles Total SEXO DD B I Total
F 87 76 163 F 9 38 40 87
TOTAL 118 120 238 TOTAL 13 54 51 118
X2=1,44 p=0,23 X2=1,03 p=0,60

Tabla 11. Relacion entre la variable sexo y Genotipo

AGT

SEXO T235 M235T 235M Total

M 21 9 1 31

F 57 24 6 87

TOTAL 78 33 7 118

X2=0,55 p=0,76

En las tablas 12 y 13 mostramos que los genotipos tienen distribucion uniforme segun la variable
edad. En las tablas 14 y 15 observamos las ca-racteristicas clinicas y de laboratorio en HTA segun
los diferentes genotipos estudiados. Observamos en la tabla 14 una diferencia estadistica
significativa en los val ores del ECA sérico segun: DD 44 + 20 U /1,ID 33+ 19U /L, 13 +9.8 U /1
(p<0,001) (grafico 4).

GRAFICO 4: ECA SERICO SEGUN EL GENOTIPO ECA
EN EL GRUPO DE HIPERTENSOS
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Finalmente cuando se aplico la regresion logistica, se confirma que el IMC y el C- LDL en este
grupo muestral afectan la presion arterial en conjunto, no siendo asi con el CT.

Tabla 12. Relacion entre la variable edad y genotipo ECA Tabla 13. Relacién entre la variable edad y Genotipo AGT
EDAD (anos) DD ID I Total EDAD (afios)  T235  M235T 235M _ Total
30-40 3 10 11 24 30-40 15 8 1 o4
41-50 0 13 8 21
41-50 19 2 0 21
51-60 4 13 16 33
61-70 3 0 1 2 s ® 1n z =
71-80 3 8 5 16 61-70 17 1 24
71-80 ¥ 6 3 16
TOTAL 13 54 51 118 TOTAL 78 33 7 118
X2=5,99 p=0,65 X2=13,04 p=0,11

Tabla 14, Caracteristicas clinicas y de laboratorio en hipertension segin genotipos ECA

ECA
DD (n=13) ID (n=54) Il (n=51) p=<
Media Desv. Media Desv. Media Desv.
tipica  tipica tipica
EDAD (afios)  58.0 15.0 54.0 14.0 54.0 13.0 NS

IMC (Kg/m2) 24.0 11.0 16.0 15.0 18.0 15.0 NS

PAS (mmHg) 154.0 150 139.0 440 1540 320 NS
PAD (mmHg) 91.0 5.0 84.0 26.0 91.0 17.0 NS
CT (gr/dI) 2200 51.0 2140 440 2060 41.0 NS
C-LDL (grdl) 1230 220 1230 380 1200 32.0 NS
C-HDL (gridl) 480 160 460 11.0 520  19.0 NS
TRIG (gr/dl)  226.0 103.0 211.0 1320 153.0 54.0 NS
ECA sérico (U) 440 200 330 19.0 170 130 0.001

NS: no significativo (p=0,05)

Tabla 15. Caracteristicas clinicas y de laboratorio en hipertension sequn genotipos AGT

AGT
T235 (n=78) M235T (n=33)  235M (n=7)
Media Desv. Media Desv. Media Desv. p<

tipica tipica tipica

EDAD (afos) 53.0 130 550 150 620 140 NS
IMC (Kg/m2) 16,0 150 19.0 140 300 80 NS
PAS (mmHg) 148.0 387.0 1420 410 1610 160 NS
PAD(mmHg) 880 200 850 240 890 9.0 NS
CT (gr/dl) 2070 39.0 2240 510 2020 350 NS
C-LDL (grdl) 1220 31.0 1210 430 1220 290 NS
C-HDL (grdl)  49.0 160 450 130 490 170 NS
TRIG (gr/dl) 1760 940 2310 1390 1530 520 NS

ECA sérico (U/l) 280 20.0 280 190 17.0 7.0 NS

NS: no significativo (p=>0,05)



DISCUSION

La HTA esencial como sabemos es genéticamente heterogénea y la tercera parte de la variacién
de presion arterial (PA) ha sido atribuida al factor genético (3). Por tanto los dos genes polimdrficos
que nos ha preocupado investigar, asi como otros marcadores han sido ampliamente revisados en
innumerables estudios fuera de nuestro pais(7-12, 69,70, 72, 73), aunque con resultados
controversiales no dejan de ser el foco de atencién para estudios mas profundos en el terreno de la
genética. Es importante estudiar gente de otras razas para obtener hipdtesis mas sdlidas a ser
confirmadas por mejores estudios de investigacién mas dirigidos y mejor disefiados.

Cuando comparamos las caracteristicas demogréficas de los casos con los controles de nuestra
poblacion, sélo observamos diferencias de CT y CLDL con niveles mas altos en los casos y mayor
IMC en los controles. ElI IMC en nuestra poblacion estaba en el rango de normalidad (IMC<27) en
promedio. A pesar de que el mayor IMC condiciona desde el punto de vista teérico a una mayor PA,
estos sujetos eran normotensos. Por otro lado en la regresion logistica se confirma que el IMC
influye en la P A, esto nos invita a pensar en una proteccion genética de otras caracteristicas
genotipicas que contrarresten efectos del mayor IMC en estos normotensos. Sin embargo por
nuestros resultados, obviamente no hallamos esa proteccion ni del I, ni del MM, que carecen de los
alelos considerados como de "riesgo". Se realiz6 el perfil lipidico, en primer lugar con la intencion de
mostrar cierta homogeneidad en la poblacion muestral en los factores de riesgo cardiovasculares y
en segundo lugar con la intencién de encontrar alguna relacién desde el punto de vista estadistico
con los polimorfismos estudiados. Si bien el colesterol total y el C-LDL fueron mayores con diferencia
estadistica significativa en el grupo de casos, sin embargo estos se mantienen en un nivel promedio
aceptado, dado que son pacientes no coronarios, ni precedidos de esta enfermedad. Pero si cabe
comentar que se ha sugerido una relacién entre la alteracion de lipidos y la presencia del alelo D, ya
que los portadores de dicho alelo tienen mayor riesgo de sufrir enfermedad coronaria o infarto de
miocardio agudo (49). Cuando se hizo la discriminaciéon en el grupo de casos, se observd que los
niveles de colesterol total eran mas altos en los portadores de DD, aunque sin significancia
estadistica.

Existen controversias en cuanto al rol de marcadores de enfermedad cardiovascular, tanto del
polimorfismo del gen ECA, como del gen AGT. Sin embargo disponemos de evidencias consistentes
en la literatura que indican que el alelo D del gen ECA se relaciona a altos niveles séricos de ECA
(50,51), lo cual también se observa en nuestra poblacién de estudio (tabla 14). Cuando se comparan
los genotipos DD, ID, Il se ha observado que tanto los niveles séricos, celulares (linfocitos T) y
tisulares (tejido cardiaco) tienen la misma distribucion siendo mayor en los homocigotes DD,
intermedio en los ID y bajo en los 1l (52).

Los mecanismos responsables de la posible predisposicion a enfermedades cardiovasculares
como la HTA, en las personas portadoras del alelo D, se mantiene en el plano especulativo. Decimos
esto porque no hay estudios que lo demuestren fehacientemente. Otros de los factores que podrian
interactuar con el genotipo DD en la produccién de HTA, obviamente seria el factor racial y otro
como la edad, el sexo, la alimentacion, ademas cabe la posibilidad de una interaccion con otros
genes en completo desequilibrio de ligamiento; pero hablando especificamente de nuestro candidato
el polimorfismo I/D desde que esta localizado en el intrén 16, es una zona no codificante, o sea que
no tiene actividad transcripcional del gen o de la estructura proteica (53). Pero podriamos suponer
que este polimorfismo IID sea solamente un marcador ligado en completo desequilibrio a la
verdadera variante molecular del gen responsable de estos cambios, que podria localizarse en una
zona codificadora, vale decir en un exén. Ademas no se dispone hasta la fecha de datos que
muestren asociacion de IID polimorfico con los cambios en la cinética del ECA (54). Otra posibilidad
a la luz de los resultados actuales, es que el alelo D seria por un lado responsable de mayor
generacion de angiotensina Il (Ang Il) a través del SRAA (55) y por otro lado seria una suerte de
marcador para el deterioro de la vasodilatacion dependiente del endotelio (56), datos que nos harian
pensar en este alelo como candidato a marcador de alto riesgo para enfermedades cardiovasculares
como la HTA.

En nuestro estudio al comparar los niveles séricos de ECA entre los casos y controles
observamos mayores niveles en el grupo de casos pero sin significancia estadistica. Cuando
analizamos el grupo de casos y relacionamos el nivel sérico de ECA con los diferentes genotipos,
encontramos los mismos resultados de los estudios anteriores citados en nuestra revision
bibliografica, el nivel es mayor en el grupo con DD, intermedio en ID y bajo en n, con diferencia
estadistica significativa. El nivel en los portadores de DD es poco mas del triple respecto a n, como



se pudo apreciar. Es importante dejar en claro que sabemos muy bien que el rol del ECA a nivel
sérico es de menor magnitud que a nivel tisular, para las enfermedades cardiovasculares y su
actividad se estima en 10% respecto al otro, pero lo usamos como paralelismo por las dificultades de
obtener el ECA tisular por medio de biopsias. Con fines practicos este parametro se sigue usando en
este tipo de estudios, a nivel mundial.

Con respecto al polimorfismo del gen AGT, sabemos que no existe una relacion del AGT con los
niveles del ECA y obviamente nuestros resultados corroboraron esto. Lo que si sabemos a través de
estudios realizados en poblaciones Americanas y Francesas (57), es que los niveles de AGT sérico y
la HTA se asocian al M235T, asi los niveles mas altos se relacionan al homocigote TT o 235T, los
intermedios al MT y los mas bajos al MM (58). Estos niveles altos de AGT promueven mayor
velocidad de clivado del precursor renina a angiotensina | (Ang I), que posteriormente pasa a formar
Ang Il (59), Como vemos los dos genes en estudio tienen vias diferentes para producir el mismo
rasgo fenotipico como es la HTA, pero al final interactiian para producir tal efecto.

En lo referente a género y raza, es definitivo que existe una variacion en la distribucion de los
diferentes genotipos de ECA y AGT segun el origen étnico, y por tanto estas diferencias étnicas,
interactuan con el resto de los genotipos para tener como resultado un determinado fenotipo. De alli
la importancia de conocer la prevalencia de los genotipos en nuestra poblacion, porque permite
medir anticipadamente su repercusion clinica. Por ejemplo tenemos que en Caucasicos la frecuencia
del alelo T del M235T es de [0.35 a 0.50] (60)(61), en Japoneses tiene una frecuencia de distribucion
de [0.63 a 0.79] (60), por 10 tanto el impacto de este factor genético para este tipo de enfermedades
relacionadas es importante. Para el genotipo DD la frecuencia en la poblacion general es de
aproximadamente de 0.27 (62). Hay un trabajo de publicacion reciente (2001)(63) sobre las
diferencias en frecuencia del I/D polimorfico del gen ECA en diferentes grupos étnicos (Afro-
Americanos, Indios y Blancos) encontrando una prevalencia del DD en 19% para Indios, 29% para
Afro-Americanos y 29% para blancos con diferencia estadistica significativa; lo mismo el alelo D tenia
una frecuencia de 0.49, 0.59 y 0.44 respectivamente. Esto resalta la importancia de hacer estudios
en poblaciones genéticamente homogéneas; ademas tenemos la explicacion del porqué en las
diferencias en los resultados respecto a la prevalencia e incidencia de las enfermedades
cardiovasculares en las diferentes poblaciones, asi como su diferente respuesta a ciertos
tratamientos. En nuestro grupo muestral la distribucién es uniforme, y la prevalencia de los genotipos
DDy TT es de 11 % y de 66% respectivamente. Como vemos la prevalencia de DD comparada con
la de otras regiones geograficas es mucho menor, 10 que nos indica que su impacto en
enfermedades cardiovasculares no seria tan alto como en otros lugares. En caso se confirme en el
futuro que el ser portador del genotipo TT, en nuestra poblacion representa alto riesgo de HTA u otra
enfermedad cardiovascular, nos obligaria a preocupamos y centrar nuestros esfuerzos para su
prevencion. Como vemos la prevalencia del homocigote TT en nuestro grupo muestral hipertenso se
encuentra dentro del rango de la Asiatica y por encima de la Caucasica. Esto podria determinar en
parte las discrepancias de asociacion existentes.

En nuestra poblacion general tenemos gran mestizaje, por lo que el trabajo realizado procuré
tener una poblacion muestral lo mas representativa hasta donde fue posible, motivo por el cual fue
disefada para ser ejecutada en diferentes centros hospitalarios, incluyendo uno en Chincha. Asi
pues una tercera parte de los casos con HTA fue de raza negra.

También nos interesé como objetivo secundario averiguar la prevalencia de los otros genotipos,
asi la prevalencia de Il es de 43% y de ID 45%; para el AGT la prevalencia de MM es de 6% y para
MT, 28%.

Si hablamos de género, tenemos trabajos que muestran asociacion del polimorfismo liD con
HTA, so6lo en varones mas no en mujeres (64,65). Existen dos grandes estudios que sefalan
asociacion de HTA, el polimorfismo liD y el sexo masculino de raza blanca (65,66). Uno de ellos
O'Donnell JC (65) trabaj6 en la poblacion del Framingham Heart Study. En nuestro grupo de estudio
cuando se comparan ambos sexos no encontramos diferencias sig nificativas al relacionar HTA y los
diferentes genotipos polimorficos de los genes ECA y AGT.

La edad avanzada y la frecuencia de HTA sistdlica aislada es conocida, y es debida a una
disminucion de la distensibilidad vascular por un lado y al deterioro de la funcion de los
baroreceptores. Sabemos que el consumo de sal, que es el factor ambiental o externo, suprime adn
mas la funcién de estos baroreceptores e incrementa el tono vasomotor directamente y produce
retencion de volumen, aumentando la PA. Existe una relacion genética de este fenémeno,



especificamente con el M235T (67,68), inclusive en uno de los trabajos realizados al respecto,
Johnson AG et al. sugieren que este polimorfismo tiene un rol modulador en la HTA sistdlica aislada,
y proponen estudios mas profundos. En nuestro trabajo no fue el objetivo estudiar esta variante, por
tanto no se disefié su busqueda, de tal manera que cuando separamos las edades por intervalos y
se le compard con los diferentes genotipos, no se encontré ninguna asociaciéon. En el Centro de
Estudios de la Hipertensiéon y Lipidos en la Infancia del Hospital de Nifios R. Gutiérrez en la
Argentina (69) se estudié la prevalencia de homocigotes TT en adolescentes normotensos e
hipertensos y su relacién con la presion arterial; encontrando una mayor frecuencia del homocigote
TT, en el grupo hipertenso respecto al normotenso (56% vs 31 %), confiriéndoles un factor de riesgo
para HTA a estos portadores. Ademas sugirieron que aquellos adolescentes con rangos de PA
normal alta y portadores de TT, serian propensos a sufrir HTA en la edad adulta.

En relacién con PAS y PAD no encontramos relacion con los diferentes genotipos de riesgo y
esto puede deberse en parte a su baja prevalencia en el caso de DD. Podriamos decir tambien que
existen otros marcadores de riesgo dentro del mismo gen u otros genes relacionados a la
fisiopatologia, que actualmente se vienen estudiando y son alrededor de 150 (53). Se deberia buscar
en estos geno tipos de riesgo la posible asociacion con HTA y otras enfermedades cardiovasculares.
Cabe mencionar que existen dos estudios recientes e importantes, uno de ellos realizado por Colin a.
Mckenzie et al. (70), que luego de estudiar familias Afrocaribefias de origen Jamaiquino, proponen
10 tipos polimérficos adicionales del gen ECA, como candidatos para una posible asociacion con
HTA y niveles altos de ECA sérico. El otro estudio realizado por Xiaofeng Zhu et al. (71) se encargd
de buscar una asociacién entre uno o mas de 13 polimorfismos (13 singlenucleotide polymorphisms
= SNPs) del gen ECA con HTA y niveles séricos de ECA, en 1343 Nigerianos, provenientes de 332
familias. Encontraron dicha asociacion en dos de ellos el ECA 4 y el ECA 8, sugiriendo que estos
alelos tendrian un rol conciliador entre tantas discrepancias en la busqueda de la causa genética de
HTA y mantendrian viva la "Hipotesis del SRAA" para las enfermedades cardiovasculares.

La compleja variacion de alelos dentro del gen ECA, son sustituciones de una base por otra cada
250 - 400 pb distribuidas en regiones codificantes y no codificantes (exones e intrones) muchos con
significacidn funcional (53). Esta variacion y su ligazén en desequilibrio (72,73), debe prevenimos a
caminar con cautela en la interpretacion de asociaciones, cuando estudiamos un solo polimorfismo.

Finalmente debemos decir que comprendiendo la variacién gendémica que existe en ésta y en
otras regiones de cada uno de los genes que deseemos estudiar, asi como sus efectos en la
fisiologia de los 6rganos, podremos sacar conclusiones mas precisas. También deberemos entender
la interaccion de los multiples loci, sus alelos y su interaccion con el medio ambiente.

CONCLUSIONES
A continuacién tenemos las siguientes conclusiones obtenidas de nuestra poblacion muestral:

e La prevalencia del genotipo TT del polimorfismos AGT es mayor que la del genotipo DD del
polimorfismo IiD del gen ECA.

e El genotipo DD se relaciona a mayor nivel de ECA sérico, respecto a los portadores de ID y
de Il.

e Los genotipos del polimorfismo |iD del gen ECA no se asocian con la HTA Primaria.

e Los genotipos del polimorfismo del gen AGT no se asocian con la HTA Primaria.

e La edady el sexo no se relacionan con los diferentes polimorfismos del gen ECA y del gen
AGT estudiados en nuestra poblacién hipertensa.

RECOMENDACIONES

Dado el gran numero de genes candidatos, estimados en cerca de 150, y que van en
incremento, seria muy dificil poderlos abarcar, por 10 que debemos seguir las recomendaciones
dadas por otros investigadores, que es, el preocuparnos de las variantes de los genes mas
estudiados y que tienen mayor rol en la fisiopatologia cardiovascular. Tal es el caso de los genes del
ECA, del AGT, del de oxido nitrico constitutivo, del Aldosterona sintasa, del alfa aducina, del receptor
tipo 1 de angiotensina n, entre otros. En base a estos hechos nos permitimos recomendar:



Realizar un estudio a gran escala multicéntrico de tipo epidemiologico para averiguar la
prevalencia de los polimorfismos de riesgo de los genes ECA y AGT en HTA primaria, en
base a las tres regiones del pais. Averiguar en este mismo estudio el impacto de la mayor
prevalencia del genotipo TT del gen de AGT.

Realizar un estudio a gran escala multicéntrico de tipo prospectivo en HTA primaria y trazar
los siguientes objetivos importantes:

Investigar la posibilidad de asociacion de dafio de érgano blanco con los polimorfismos mas
estudiados. -Establecer el riesgo de desarrollar HTA en portadores de otros marcadores
ubicados en exones, de los genes ECAy AG T.

Realizar un estudio prospectivo, tipo caso control, doble ciego, droga vs. placebo y tratar de
demostrar la mayor o menor susceptibilidad o resistencia genéticamente determinada o
conferida por dife-rentes genotipos de los genes ECA y AGT, a ciertos farmacos
cardiolégicos como por ejemplo inhibidores ECA, bloqueadores de receptores AT 1, beta -
bloqueadores, datos que existen ya en la lite-ratura mundial, pero que aun requieren de mas
informacion obtenida de poblaciones de diferente origen étnico.
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