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Resumen

Antecedentes: A nivel mundial, uno de cada tres adultos tiene presion arterial alta.
El 6xido nitrico (NO) es un radical libre enddgeno, que participa en la vasorelajacion,
y por consiguiente, en la reduccion de la resistencia vascular y de la presion arterial.
El 6xido nitrico es sintetizado por la enzima 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS),
codificada en el gen NOS3. Los polimorfismos (T-786C, G894T y G10T) localizados
en este gen, pueden estar relacionados con la reduccion de la expresion o de la
actividad de eNOS, provocando menor produccion de NO y a su vez estar asociados
clinicamente con la presion arterial alta. Objetivo: Evaluar si los polimorfismos T-
786C, G894T y G10T en el gen NOS3 estan asociados con la presencia de presion
arterial alta en poblacion guerrerense. Materiales y métodos: Se seleccionaron
109 casos con PAS 120-139 mmHg y/o PAD 80-89 mmHg y 271 controles con PAS
<120y PAD <80 mmHg, todos entre 18-30 afios, originarios del Estado de Guerrero.
Se genotipificaron por PCR-RFLPs. Resultados: En el analisis, las frecuencias
alélicas mostraron diferencias significativas (p<0.05) en el polimorfismo G894T,
entre casos y controles, pero no se mantuvieron después del ajuste por covariables
(p>0.05). Por coeficientes de regresion, se determiné que el género (=10.642
mmHg) e IMC (8=1.361 mmHg), incrementaron significativamente (p<0.01) la PAS,
mientras que el género (6=2.281 mmHg), el IMC (8=0.633 mmHg) y la glucosa
(8=0.082 mmHg) incrementaron significativamente la PAD. Las frecuencias del
haplotipo TTG (3 SNPs) mostraron diferencias significativas entre normotensos e
individuos guerrerenses con presion arterial alta (RM=2.38, IC 95% 1.13-4.98,
p<0.05). Conclusién: El haplotipo TTG de los polimorfismos T-786C, G894T y

G10T de NOS3, se asocia con la presion arterial alta en poblacion guerrerense.

Palabras Clave: Oxido nitrico, polimorfismo, T-786C, G894T, G10T, gen NOS3,

presion arterial alta.




Abstract

Background: Globally, one in three adults has high blood pressure. Nitric oxide
(NO) is an endogenous free radical, involved in vasorelaxation, and therefore, in
reducing vascular resistance and blood pressure. Nitric oxide is synthesized by the
enzyme endothelial nitric oxide synthase (eNOS), encoded in the NOS3 gene. The
polymorphisms (T-786C, G894T and G10T) localized in this gene may be related to
the reduction of eNOS expression or activity, leading to lower NO production and in
turn being clinically associated with high blood pressure. Objective: To evaluate
whether the T-786C, G894T and G10T polymorphisms in the endothelial nitric oxide
synthase gene are associated with the presence of high blood pressure in population
of the State of Guerrero. Materials and methods: We selected 109 cases with SBP
120-139 mmHg and/or DBP 80-89 mmHg and 271 controls with SBP <120 and DBP
<80 mmHg, all aged 18-30, originating in the State of Guerrero. They were
genotyped by PCR-RFLPs. Results: In the analysis, allele frequencies showed
significant differences (p <0.05) in the G894T polymorphism between cases and
controls, but were not maintained after adjustment for covariates (p> 0.05). By
regression coefficients, gender (8= 10.642 mmHg) and BMI (8= 1.361 mmHg) were
significantly increased (p <0.01) SBP, while gender (8= 2.281 mmHg), BMI (8= 0.633
mmHg) and glucose (8= 0.082 mmHg) significantly increased DBP. The frequencies
of the TTG haplotype (Three SNPs) showed significant differences between
normotensive and individuals of the State of Guerrero with high blood pressure (OR
= 2.38, 95% CI 1.13-4.98, p <0.05). Conclusion: The TTG haplotype of NOS3
polymorphisms T-786C, G894T and G10T is associated with high blood pressure in

population of the State of Guerrero.

Key words: Nitric oxide, polymorphism, T-786C, G894T, G10T, NOS3 gene, high

blood pressure.
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Introduccién

A nivel mundial, alrededor del 50% de las muertes son causadas por presion arterial
alta, ocurre en individuos con presion sistolica entre 115-140 mmHg, sugiriendo que
una importante proporcion de la mortalidad en humanos es atribuible a la
prehipertension (120-139/80-89 mmHg) (Williams et al., 2009).

La prehipertension es una fase preclinica, en la que los individuos presentan niveles
de la presion arterial superiores a lo normal, favoreciendo un mayor riesgo para
desarrollar hipertensién (Vasan et al., 2001). Guzman-Guzman et al. (2013),
reportaron una prevalencia de prehipertension del 38.9% en hombres y 21.1% en

mujeres en el Estado de Guerrero.

La hipertension arterial, se define como una presion igual o superior a 140/90 mmHg
en adultos de 18 afios o méas (Pickering et al., 2005). La hipertension es una
enfermedad compleja, que puede conllevar a accidentes cerebrovasculares, infarto
al miocardio, insuficiencia cardiaca y enfermedad arterial coronaria (Chobanian et
al., 2003). La prevalencia de hipertensiéon en hombres es de 17.2% y mujeres del
9.4%, en el Estado de Guerrero (INSP, 2013).

En el desarrollo de la hipertension, el evento primario es la disfuncién endotelial,
que involucra la alteracion de las propiedades vasodilatadoras del endotelio
(Williams et al., 1996); principalmente, la disminucién en la sintesis, liberaciéon y
actividad de un factor derivado del endotelio, el 6xido nitrico (NO). Bajo condiciones
fisiologicas, el NO desempefia un papel importante en la regulacién del tono
vascular, el cual ejerce efectos vasoprotectores: eliminando radicales superéxido,
inhibiendo la agregaciéon plaquetaria, la adhesion leucocitaria y la proliferacion de

las células musculares lisas (Kubes et al., 1991).

La enzima oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS), sintetiza al 6xido nitrico, a partir
de L-arginina sin gasto de energia. El gen que codifica a la eNOS se localiza en
7036 e incluye 26 exones, abarcando 21 kb del genoma (Marsden et al., 1993).
Actualmente, hay mas de 1,450 polimorfismos validados en la base de SNP (NCBI,

2016). Varios estudios, han mostrado efectos funcionales e implicaciones clinicas




de los SNPs T-786C, G894T y GI10T en el gen NOS3, con enfermedades

cardiovasculares.

El SNP T-786C, ubicado en la region promotora del gen NOS3, se ha relacionado
con una secuencia consenso para la proteina de replicacion A1 (RPA1), un factor
transcripcional negativo para NOS3. Experimentalmente, mediante ensayos de
luciferasa, se ha observado en portadores del alelo C, una reduccién en la actividad
de la region promotora del gen NOS3 con una consecuente disminucion de los
niveles de éxido nitrico en cultivos de células endoteliales humanas (Miyamoto et
al., 2000).

El SNP G894T (exbn 7) ocasiona la sustitucién de acido glutdmico (Glu) por acido
aspartico (Asp) en la posicién 298 de la eNOS. Este cambio, implica la reduccion de

la biodisponibilidad de la enzima eNOS cataliticamente activa (Casas et al., 2006).

Para el SNP G10T (intrén 23), la presencia del alelo T, genera un sitio de
reconocimiento para el corte y empalme, se afecta asi la estabilidad del ARN
mensajero y con ello se alteran los niveles de expresion de la enzima eNOS, y a la
vez se pueden disminuir los niveles de éxido nitrico (Abel & Wilkins, 2004; Li et al.,
2011).

Existen resultados controversiales con respecto a la asociacion de estos
polimorfismos en diversas poblaciones, cabe mencionar que en México, no se ha

investigado la asociacion de estos polimorfismos con la presion arterial alta.

El propésito de este estudio es evaluar si los polimorfismos T-786C, G894T y G10T
en el gen NOS3, estdn asociados con la presencia de presion arterial alta en

poblacién guerrerense.




Materiales y métodos
Poblacion

En este estudio observacional de casos y controles participaron 380 individuos
originarios del Estado de Guerrero, entre 18 y 30 afios de edad. Los 109 casos con
PAS 2120 y/o PAD 280 mmHg y los 271 controles, PAS <120 y/o PAD <80 mmHg.
La presion arterial fue medida con un baumanometro digital (OMRON, Kyoto, Japéon)
después de 5 min de reposo del individuo. El peso e IMC se determinaron en la
Tanita BC-553 (Tanita Corporation, Arlington, IL, USA). Todos los participantes

firmaron la carta de consentimiento informado.
Obtencion de muestras para determinaciones bioquimicas.

A los individuos participantes, se les extrajo 8 mL de sangre venosa en ayuno previo
de 12 h. Las concentraciones séricas de colesterol total, glucosa y triglicéridos, se
determinaron en el analizador semiautomatico para quimica clinica Spinlab

(Spinreact, Girona, Espafia).
Extraccion de ADN

Se aislé el ADN gendmico de leucocitos periféricos, a partir de la sangre del tubo
con EDTA, mediante la técnica de Miller modificada (Sambrook & Russell, 2001). El
ADN se cuantifico en NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) y se

almacené a -20°C.
Genoaotipificacion de los polimorfismos T-786C, G10T, y G894T de NOS3.

La genotipificacion se llevo a cabo mediante PCR-RFLPs, con las secuencias de los
iniciadores y los programas de amplificacién para cada uno de los SNPs (Tabla 1).
Cada reaccion de PCR consisti6 de 1x de buffer, 200 uM de MgClz, 250 uM de
dNTPs, 0.2 mM de cada iniciador, 0.25 U de Tag DNA Polimerasa (Invitrogen,
Waltham, MA, USA) y ~100 ng de ADN genomico, en un volumen final de 10 pL en
el termociclador Veriti 96-Well (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA). La
restriccion de los fragmentos amplificados, se realizé a las temperaturas indicadas

por el fabricante con 1.0 U de enzima (New England Biolabs, Beverly, MA, USA)




(Tabla 1). Los fragmentos digeridos fueron separados por electroforesis en gel de

poliacrilamida al 6% vy visualizados por tincién con nitrato de plata.
Analisis estadistico

Para el andlisis de resultados se usé el software Stata 11 (StataCorp, College
Station, TX, USA). Los datos clinicos y bioquimicos, se muestran como medianas
(percentil 25 y percentil 75). Las comparaciones entre grupos se analizaron con la
prueba U de Mann-Withney y Kruskal-Wallis. Para analizar la asociacién de las
covariables con el incremento de la presion arterial, se utilizaron coeficientes beta,
gue representan estimaciones de cambio en el modelo de regresion. El cambio de
una unidad en la variable independiente, representa el incremento o disminucién
segun el coeficiente beta, de la variable dependiente. Para evaluar si las variaciones
genéticas se asocian independientemente con la presion arterial alta, después del
ajuste por covariables, incluyendo colesterol, glucosa, triglicéridos e IMC, se uso la
regresion logistica. Para calcular la probabilidad que la presion arterial alta se
presente en los casos dado que tienen el genotipo de riesgo, se utilizé razén de
momios (RM). Equilibrio de Hardy-Weinberg fue evaluado por la prueba de X2. El
desequilibrio de ligamiento (DL), la frecuencia de haplotipos, RM e IC 95%, se

hicieron con el software SHEsis (version en linea).

Tabla 1. Secuencia de los iniciadores, programa de amplificacion, enzimas de restriccion y
temperaturas de restriccion.

Condiciones de PCR RFLPs
SNP Secuencia de los iniciadores (5™-3") Programa de amplificacion Enzimade  Temperatura Productos (tamafio
restriccion  de restriccion del fragmento)

T.786C S: 5' ATGCTCCCACCAGGGCATCA 3' 95°C /5 min; T 937 ob:

A:5 GTCCTTGAGTCTGACATTAGGG 3 (99°C/305,62°C/305,72°C30s) ) spc. P
(rs2070744) x 30 ciclos; g C: 33,204 pb

(Colombo et al., 2003) 72°C /3 min.
T S: 5' CATGAGGCTCAGCCCCAGAA 3' 95°C /5 min; S

A:5' AGTCAATCCCTTTGGTGCTCAC 3 (99701308, 55°C /305, 72°C/308) gy 37°C TR
(rs1799983) x 30 ciclos; T: 87,119 pb

(Li et al., 2011) 72°C /3 min.
10T S: 5' AAAGGGGACCTGATGGAGTG 3' 95°C /5 min; G187 ob:

A:§' CCTTCAGGCAGTCCTTTAGTC 3 (90°C /308,590 308,72°C308) 65°C .
(rs7830) x 30 ciclos; T: 164, 23 pb

(Lietal, 2011) 72°C /3 min.

S = iniciador sentido; A = iniciador antisentido.




Resultados
Caracteristicas de la poblacion

En el estudio participaron 220 mujeres y 160 hombres del estado de Guerrero, de
origen mestizo. La poblacion estudiada se agrup6 en 109 individuos casos y 271
controles. Al comparar ambos grupos, género, presion sistdlica, diastodlica, IMC,
peso, glucosa, colesterol y triglicéridos, mostraron diferencias estadisticamente
significativas (p <0.05) (Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas clinicas y bioguimicas de los grupos de estudio.

Casos Controles Valor de p
(n=109) (n=271)
Género, n (%) **
Femenino 28 (26) 192 (71) <0.001**
Masculino 81 (74) 79 (29)
Edad, afios * 21 (19- 22) 21 (19- 22) 0.478*
PAS, mmHg * 128 (124- 133) 105 (98- 110) <0.001*
PAD, mmHg * 79 (73- 85) 66 (61-71) <0.001*
IMC, kg/m? * 27.8 (24.7- 32.3) 21.7 (20.2- 23.5) <0.001*
Peso, kg * 79.7 (64.9- 96.8) 55 (50.1- 60.9) <0.001*
Glucosa, mg/dL * 89 (82- 96) 83 (76- 89) <0.001*
Colesterol, mg/dL * 170 (145- 188) 157.5 (138- 183) 0.011*
Triglicéridos, mg/dL * 106 (73- 160) 81.5 (59- 109) <0.001*

PAS: presion arterial sistolica, PAD: presion arterial diastdlica, IMC: indice de masa corporal. Datos en *
medianas y rangos intercuartiles, y **frecuencias y porcentajes. * Prueba de Mann-Whitney, **prueba de X2.

Asociacion de las covariables con el incremento de la presion arterial

En el analisis por coeficientes de regresion, se determind que el género (8= 10.642
mmHg, p <0.01) e IMC (8= 1.361 mmHg, p <0.01), se asocian significativamente
con el incremento de la presion arterial sistélica, mientras que el género (8= 2.281
mmHg, p= 0.02), el IMC (8= 0.633 mmHg, p <0.01) y la glucosa (8= 0.082 mmHg, p

<0.01) incrementan significativamente la presion arterial diastélica (Tabla 3).




Tabla 3. Efecto de las covariables sobre la presion arterial sistélica y diastélica.

Presion arterial sistélica

Presion arterial diastoélica

Coeficiente B IC (95%) Coeficiente B8 IC (95%)
Género 10.642* 8.483 12.801 2.281* 0.390 4.172
IMC 1.361* 1.127 1.594 0.633* 0.429 0.838
Glucosa 0.040 -0.007 0.088 0.082* 0.040 0.124
Colesterol 0.007 -0.023 0.037 0.013 -0.013 0.039
Triglicéridos 0.001 -0.018 0.019 -0.006 -0.022 0.010

*Valor significativo p <0.05

Distribucién genotipica y alélica de los SNPs T-786C, G894T y G10T de NOS3

En el polimorfismo T-786C, se presentaron los genotipos T/T, T/IC y C/C, y sus
frecuencias fueron 83, 16, y 1%, respectivamente. Las frecuencias alélicas fueron
91y 9%, para el alelo Ty C, respectivamente. Al analizar las frecuencias genotipicas
y alélicas entre grupos, no se encontraron diferencias significativas (p>0.05). Para
el polimorfismo G894T, se observaron los genotipos G/G y G/T con una frecuencia
del 90 y 10%, respectivamente. Las frecuencias alélicas fueron 95 y 5%, para el
alelo G y T, respectivamente. Al analizar las frecuencias genotipicas entre grupos,
se observaron diferencias significativas (p<0.05), y en las frecuencias alélicas el
alelo T se asocié con la presion arterial alta (RM= 2.485, IC 95% 1.36- 4.51; p=
0.001). Para el polimorfismo G10T, se observaron los genotipos G/G, G/Ty T/T,y
sus frecuencias fueron 9, 43, y 48%, respectivamente. Las frecuencias alélicas
fueron 30 y 70%, para el alelo G y T, respectivamente. Al analizar las frecuencias
genotipicas y alélicas entre grupos, no se observaron diferencias significativas
(p>0.05). Tabla 4.

Los tres SNPs del gen NOS3 estan en equilibrio de Hardy-Weinberg (p >0.05).




Tabla 4. Distribucion de las frecuencias genotipicas y alélicas los polimorfismos T-786C,
G894T y G10T del gen NOS3 en la poblacion guerrerense.

Casos Controles Valor de RM
o (%) n (%) P (IC 95%)
SNP T-786C (n= 109) (n= 270)
Genotipos
TIT 91 (83) 224 (83)
TIC 17 (16) 43 (16) 1.000%
cic 1(1) 3 (1)
Alelos
T 188 (91) 491 (91)
C 18 (9) 49 (9) 0.885"
SNP G894T (n=109) (n=271)
Genotipos
GIG 83 (76) 243 (90)
2.718
*
GIT 26 (24) 28 (10) <0.001 (1.437- 5.102)
T 0 (0) 0 (0)
Alelos
G 192 (88) 514 (95)
2.485
.001*
T 26 (12) 28 (5) 0.00 (1.360- 4.514)
SNP G10T (n= 109) (n=271)
Genotipos
GIG 16 (15) 24.(9)
GIT 36 (33) 117 (43) 0.091*
TIT 57 (52) 130 (48)
Alelos
G 68 (31) 165 (30)
T 150 (69) 377 (70) 0.839*

Abreviaturas: RM, razén de momios; IC, intervalo de confianza. *Utilizada la prueba de X2, **exacta de Fisher




Caracteristicas clinicas y bioquimicas de la poblacién guerrerense agrupadas por

genotipos

Al analizar la relacion de los genotipos del polimorfismo T-786C con las
caracteristicas clinicas y bioguimicas, no mostraron diferencias estadisticamente
significativas (p >0.05) (Tabla 5).

Tabla 5. Comparacidn de las caracteristicas clinicas y bioquimicas en la poblacién guerrerense,
agrupadas por genotipos del polimorfismo T-786C.

TIT T/IC C/C Valor
(n=315) (n=60) (n=4) dep
Género, n (%)**
Femenino 185 (59) 33 (55) 2 (50) 0.773*
Masculino 130 (41) 27 (45) 2 (50)
Edad, afios * 21 (19- 22) 21 (19- 23) 20 (18.5- 23) 0.903*
PAS, mmHg * 108 (101- 122)  108.5 (100.5- 124) 113 (104.5-124)  0.863*
PAD, mmHg * 70 (63- 76) 69 (63- 76) 66 (62- 71) 0.709*
IMC, kg/m? * 22.5(20.6- 24.5)  23.5(20.8- 25.6) 21.9 (18.9-27.1)  0.310*
Peso, kg * 57.5 (51.1- 67.8) 59.4 (51.6- 72) 66 (54.1- 74.8) 0.458*
Glucosa, mg/dL * 85 (78- 91) 83 (76- 90.5) 90 (89.5- 92) 0.142*
Colesterol, mg/dL * 159 (141- 184)  162.5(139.5- 184.5)  173.5 (164.5- 183)  0.563*
Triglicéridos, mg/dL* 86 (65- 122) 80.5 (61- 136.5) 88.5 (72.5- 139) 0.607*

PAS: presion arterial sistolica, PAD: presion arterial diastdlica, IMC: indice de masa corporal. Datos en *
medianas y rangos intercuartiles, y **frecuencias y porcentajes. * Prueba de Kruskal- Wallis, ** prueba exacta
de Fisher.

Al analizar la relacion de los genotipos del SNP G894T con las caracteristicas
clinicas y bioquimicas, la presion sistélica, el IMC, peso y glucosa, mostraron

diferencias estadisticamente significativas (p <0.05) (Tabla 6).




Tabla 6. Comparacion de las caracteristicas clinicas y bioguimicas en la poblacion guerrerense,

agrupadas por genotipos del polimorfismo G894T.

G/G GIT Valor de p
(n= 326) (n=54)
Género, n (%)™
Femenino 190 (58) 30 (56) 0.707**
Masculino 136 (42) 24 (44)
Edad, afios * 21 (19- 22) 21 (20- 23) 0.178*
PAS, mmHg * 108 (101- 121) 116 (103- 129) 0.022*
PAD, mmHg * 69 (62- 75) 73 (66- 80) 0.050*
IMC, kg/m? * 22.4 (20.6- 24.2) 24.4 (22- 29.7) <0.001*
Peso, kg * 57.3 (51.2- 66.3) 65.8 (53.3- 84.5) 0.002*
Glucosa, mg/dL * 84 (77-91) 87.5 (81- 95) 0.021*
Colesterol, mg/dL * 159 (141- 182) 166 (142- 196) 0.122*
Triglicéridos, mg/dL * 85 (63- 121) 88 (66- 144) 0.393*

PAS: presion arterial sistolica, PAD: presion arterial diastdlica, IMC: indice de masa corporal. Datos en *
medianas y rangos intercuartiles, y **frecuencias y porcentajes. * Prueba de Mann-Whitney, ** prueba de X2.

Al analizar la relacion de los genotipos del SNP G10T con las caracteristicas clinicas
y bioquimicas, el IMC mostré diferencias estadisticamente significativas (p <0.05)
(Tabla 7).

Tabla 7. Comparacion de las caracteristicas clinicas y bioquimicas en la poblacion guerrerense,
agrupadas por genotipos del polimorfismo G10T.

GIG GIT TIT
Valor de p
(n= 40) (n=153) (n=187)
Geénero, n (%)
Femenino 20 (50) 90 (59) 110 (59) 0.565**
Masculino 20 (50) 63 (41) 77 (41)
Edad, afios * 21 (19- 22.5) 21 (19- 23) 21 (19- 22) 0.666*
PAS, mmHg * 112.5 (103- 126) 107 (100- 119) 109 (102- 123) 0.131*
PAD, mmHg * 69.5 (61.5- 79.5) 67 (61- 74) 71 (64- 76) 0.052*
IMC, kg/m? * 23.95 (22.1- 28.5) 22 (20.6- 24.4) 22.6 (20.6- 24.5) 0.014*
Peso, kg * 66.4 (53.7- 80) 57.5 (50.8- 66.5) 57.4 (51.3- 67) 0.058*
Glucosa, mg/dL * 85 (78- 92) 85 (78- 92) 84 (77-91) 0.840*
Colesterol, mg/dL * 162.5 (141- 188.5) 159 (140- 186) 160 (141- 181) 0.854*
Triglicéridos, mg/dL * 88.5 (66.5- 126) 84 (61- 123) 87 (66- 124) 0.358*
[ o)



PAS: presion arterial sistolica, PAD: presion arterial diastélica, IMC: indice de masa corporal. Datos en *
medianas y rangos intercuartiles, y **frecuencias y porcentajes. * Prueba de Kruskal- Wallis, ** prueba de X2.

En el ajuste por covariables en un modelo logistico, para los polimorfismos T-786C,
G894T y G10T de NOS3, no se observaron asociaciones significativas (p>0.05) con

la presion arterial alta (datos no mostrados).
Haplotipos

A partir de los polimorfismos T-786C, G894T y G10T del gen NOS3, se infirieron 8
haplotipos, de los cuales s6lo 3 presentaron una frecuencia mayor al 5%. Al
analizarlos, el haplotipo TGT fue el mas frecuente (64%), mientras el haplotipo CTT,
fue el menos frecuente con un 0.01%. EIl haplotipo TTG, mostré diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05), con una RM=2.380 (IC 95% 1.136- 4.986).
(Tabla 8).

Tabla 8. Frecuencias de haplotipos inferidos en la poblacién guerrerense

Polimorfismos Caso Control (IC 95%)
(n=148) (n=358) Valor RM
T-786C  G89AT  GIOT %) n %) dep

T G T 141 (65) 343 (64) 0.822* 1.043 (0.723- 1.505)

T G G 42 (19) 126(23) 0.175* 0.760 (0.510- 1.131)

T T G 14 (7) 15(3)  0.018* 2.380 (1.136- 4.986)

C T G 9 (4) 5 (1) ND ND

C G T 73) 26 (5) ND ND

C G G 3(1) 17 (3) ND ND

T T 2 (1) 6 (1) ND ND

C T T 0(0) 1(0) ND ND

El orden de los alelos en los haplotipos inferidos es T-786C, G894T y G10T a fin de corresponder con las
localizaciones fisicas en el gen NOS3. Abreviaturas: H, haplotipo; RM, razén de momios; IC, intervalo de
confianza; ND, no determinada. *Utilizada la prueba exacta de Fisher.

Desequilibrio de ligamiento

Se midio el desequilibrio de ligamiento (DL) entre los tres polimorfismos en el gen
NOS3, fue medido por el coeficiente de desequilibrio de ligamiento estandarizado
de Lewontin (D’), en toda la poblacién de estudio. Las comparaciones entre los
polimorfismos G894T y G10T, mostraron un alto DL (D"= 0.75) (Figura 1).
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Figura 1. Desequilibrio de ligamiento de los SNPs: T-786C, G894T y G10T, en el gen
NOS3.

* Un par de locus que muestran un moderado LD tienen una D' entre 0.33 y 0.5, y un alto LD si D' >
0.5* (D' en la figura esta multiplicado por 100).



http://analysis.bio-x.cn/tmpfile/189.220.239.99_2016_9_19_21_49_2_3390_D.gif

Discusion

Este estudio, fue disefiado para investigar la posible asociacion de los polimorfismos
T-786C, G894T y G10T del gen NOS3 con presion arterial alta. Ademas, ya que el
incremento de la presion arterial es de naturaleza multifactorial, se investigo si las
caracteristicas clinicas y bioquimicas como género, IMC, glucosa, colesterol y

triglicéridos, pudieran estar influyendo la asociacion de los polimorfismos con el

incremento de la presion arterial en poblacion guerrerense.

La presion arterial alta es una condicion comun que afecta a un gran porcentaje de
la poblaciéon masculina. En este estudio el 74% de los casos son hombres, a
comparacion del 26% de las mujeres. Se ha sugerido que los androgenos
incrementan la presion arterial en hombres; Reckelhoff et al. (1999), en un estudio
en ratas macho hipertensas, reporté que los andrégenos contribuyen a la elevacion
de la presion arterial, ya que durante el bloqueo del receptor de andrégeno, se
disminuia la presion arterial; como mecanismo, se sugiere que los andrégenos
elevan la presion arterial al estimular la actividad de la Renina y la formacion de
Angiotensina Il, favoreciendo la vasoconstriccion renal y la reabsorcion de sodio
(Pechere-Bertschi & Burnier, 2004), por otro lado, en las mujeres los estrégenos
juegan un papel importante como protector del sistema vascular, principalmente
incrementando la tasa transcripcional de NOSS3, posiblemente implica la unién de
Spl en el centro del promotor de NOS3, mediada por receptores de estrogenos
(Chambiliss & Shaul, 2002).

De acuerdo al IMC, el 71% de los individuos del estudio con presion arterial alta
tienen sobrepeso u obesidad. El incremento de la presion arterial en estos
individuos, podria deberse, a que durante la obesidad, el tejido adiposo secreta
adipocinas tales como la leptina, que desencadena la activacion del sistema
nervioso simpatico, para contribuir en la reabsorcion de sodio mediante el sistema
renina- angiotensina aldosterona (McGill et al., 2009). Otra adipocina, secretada en
individuos obesos es el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), que activa a las
MAP cinasas, éstas posteriormente fosforilan residuos de serina en el sustrato 1 del

receptor de insulina, disminuyendo su actividad y provocando la resistencia a la
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insulina, y posteriormente hiperglicemia (Sanchez-Mufioz et al., 2005). Por otro lado,
TNF-0, a través de la cinasa asociada a Rho, fosforila a la proteina ribosomal
eEF1A1, que al unirse a la region 3'-UTR del ARN mensajero de eNOS, modula la
desestabilizacién de este ultimo (Yan et al., 2008).

En este estudio, en los individuos con presion arterial alta, la concentracion sérica
de los triglicéridos mostro una mediana significativamente mas elevada, que en los
individuos con presion arterial normal, este resultado es consistente con otros
estudios (Lee et al., 2009; Ferguson et al., 2008). El colesterol total, muestra un
incremento significativo en los individuos con presién arterial alta, aunque
manteniéndose dentro de los valores normales (<200 mg/dL, segun la OMS), como
lo reportado por Saidu et al. (2014) en pacientes Nigerianos. Los mecanismos
fisiopatologicos que relacionan los niveles de lipidos con la presion arterial alta, son
a) que las dislipidemias pueden alterar la funcion endotelial, lo que
consecutivamente disminuye la produccion de 6xido nitrico, b) las dislipidemias,
reducen la sensibilidad del barorreflejo, perdiendo eficiencia para contrarrestar el
incremento de la presion arterial y c) las dislipidemias disminuyen la elasticidad de
las arterias, reduciendo el efecto Windkessel y por tanto, elevandose la presion
arterial (Otsuka et al., 2016).

En estudios que utilizaron un modelo ex vivo, mediante el ensayo de relajacion en
aorta aislada de conejo, las arterias fueron expuestas a concentraciones elevadas
de glucosa y presentaron disfuncion endotelial (Cosentino & Luscher, 2001); la
hiperglicemia parece ser la alteracibn metabdlica més asociada con dafio
irreversible al endotelio, por diferentes mecanismos, a) incremento en la
concentracion de glucosa intracelular, afecta la membrana endotelial, b) un aumento
en el proceso de glicosilaciébn no enzimética y c) la inactivacion del éxido nitrico
causada por el incremento de estrés oxidativo (Triana-Mantilla, 2001). En este
estudio, los niveles de glucosa son significativamente superiores en los casos, sin
embargo las medianas de ambos grupos se sitian dentro de valores normales

(<100 mg/dL, segun la OMS), consistente con lo reportado por Saidu et al. (2014)

en pacientes nigerianos.
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En los resultados de este estudio en la poblacion guerrerense, el polimorfismo T-
786C de NOS3, no se asocia con presion arterial alta, consistente con los
reportados por Li et al. (2011), quienes no encontraron asociacion con la
hipertension (p<0.05). Por otro lado se ha encontrado asociado en hipertensos
chinos (Lietal., 2012) y japoneses (Miyamoto et al., 1998). También se ha reportado
gue en presencia del alelo C del polimorfismo T-786C del gen NOS3, hay menor
actividad transcripcional y como consecuencia, menor produccién de oxido nitrico
(Dominiczak & Bohr, 1995; Nakayama et al., 1999; Erbs et al., 2003). Segun Ma et
al. (2006) sugieren que el SNP T-786C no contribuye a la hipertension por si solo,
sino que puede estar asociado con hipertension cuando esta combinado con otros
alelos (polimorficos).

En estudios experimentales en células endoteliales y de corazén en humanos, la
presencia del alelo T, del polimorfismo G894T, se traduce en Asp en la proteina
eNOS, se sugiere esta sujeta a escision proteolitica (Tesauro et al., 2000). Naber et
al. (2001) reportaron la asociacion del alelo T con el incremento de la resistencia
microvascular, lo cual puede provocar el aumento de la presion arterial. En este
estudio, los genotipos para el polimorfismo G894T encontrados fueron G/G y G/T
(90 y 10%, respectivamente), y similar a esto, se ha reportado la ausencia del
genotipo T/T en poblaciones coreanas (Kim et al., 2003) y japonesas (Hibi et al.,
1998). El genotipo G/T, se asoci6 con presion arterial alta en poblacion guerrerense
en el analisis en crudo y Srivastava et al. (2008) lo asociaron en hipertensos indios
(RM= 2.10, IC 95% 1.34-3.28). La frecuencia para el alelo T, es del 12% en los
individuos con presion arterial alta. Las frecuencias alélicas de este polimorfismo
varian entre poblaciones, en caucasicos Colomba et al. (2008) encontraron el alelo
T en el 37% de los hipertensos, mientras en asiaticos Men et al. (2011), lo reportd
con un 8.7%. El genotipo G/T, ha sido asociado con el incremento de IMC y glucosa,
similar a lo reportado por Podolsky et al. (2007), quienes asociaron un IMC mayor
en los individuos que presentaban este genotipo, la evidencia sugiere que la
produccion de NO inhibe la lipélisis en el tejido adiposo (Elizalde et al., 2000). Con

respecto a la glucosa, este genotipo se ha asociado con mayor riesgo a desarrollar
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diabetes mellitus tipo 2, relacionandolo a la hiperinsulinemia y una posterior

resistencia a la insulina (Monti et al., 2003).

Para el polimorfismo G10T, la hipotesis de Derebecka et al. (2002), sugiere que la
presencia del alelo T puede conducir un corte y empalme aberrante del transcrito
primario del gen NOS3, basado en el hecho que el polimorfismo produce un
dinucledtido idéntico al sitio original donador 5°. Sin embargo, esto no ha sido
confirmado por andlisis de isoformas de la eNOS. La frecuencia del alelo T, en este
estudio, es del 69% en los individuos con presion arterial alta. Mientras en
hipertensos caucésicos, Derebecka et al. (2002) encontrd en el 39.0% el alelo T y

consistente con este estudio, no encontré asociacion.

En la epidemiologia, se utilizan métodos estadisticos, que producen estimaciones
ajustadas o corregidas del efecto de exposicion con el fin de tener estimaciones que
tedricamente, ya no estan sesgadas por otras variables (McNamee, 2005). Por ello,
a pesar de la asociacion del polimorfismo G894T de NOS3 con presion arterial alta
en el analisis en crudo, una vez, que los 3 SNPs (T-786C, G894T y G10T de NOS3)
fueron analizados en un modelo de regresion logistica ajustada por IMC, los
polimorfismos no se asocian con presion arterial alta en poblacién guerrerense,

confirmando el efecto confusor que estaban causando las covariables.

El andlisis por haplotipos es importante en los estudios de asociacion, ya que a
diferencia de la evaluacién individual de cada polimorfismo, la interaccion de
multiples marcadores genéticos en un haplotipo puede ser clave para determinar la
susceptibilidad a enfermedades (Crawford & Nickerson, 2005; Jacob-Ferreira &
Sandrim, 2007). En este estudio, se observaron ocho combinaciones de alelos (los
haplotipos conformados por los SNPs de NOS3, T-786C en la posicion 1, G894T en
la posicién 2 y G10T en la posicion 3), donde los mas frecuentes son TGT, TGG y
TTG con una frecuencia del 64, 23 y 3%, respectivamente. En el haplotipo TTG, se
observaron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) con una RM=2.3 (IC
95% 1.13 - 4.9). Sugiriendo que la presencia del alelo de riesgo (T) del polimorfismo
G894T, ubicado en la segunda posicion del haplotipo TTG, confiere susceptibilidad

a desarrollar presion arterial alta en los individuos guerrerenses. Después de haber
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hecho una busqueda de publicaciones con las cuales se pudiesen comparar los
haplotipos, solo se encontré el estudio de Li et al. (2011) en poblacion china, en el
cual se reportan a los haplotipos TGG, TGT y TTG, con una frecuencia de 51%,
25% y 15%, respectivamente. Ademas, Li et al. (2011) reportaron al haplotipo TTG
con tendencia a asociarse con hipertension (p= 0.06). La variacion en los resultados
de ambos estudios, pueden ser debidos a las diferencias en el origen étnico de las
poblaciones, mientras Li et al. (2011) analizaron una poblacion asiatica (chinos), en
este estudio se tamizaron pobladores guerrerenses de origen mestizo, en los que el
componente europeo esta presente en el 28.5%, amerindio en 66%, africano en
4.1% vy asiatico en 1.4% (Silva-Zolezzi et al., 2009).

De acuerdo al coeficiente de desequilibrio de ligamiento estandarizado de Lewontin
(D), se mostr6 alto desequilibrio de ligamiento entre los polimorfismos G894T y
G10T, indicando que en este “bloque” existe un escaso entrelazamiento fisico entre
los cromosomas homologos durante la meiosis | (Nussbaum, 2008), y ya que tienen
una mayor probabilidad de heredarse en conjunto, pueden ser utiles como

marcadores moleculares.
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Conclusiones

Los polimorfismos T-786C, G894T y G10T de NOS3 no se asocian con la presion

arterial alta en poblacién guerrerense.

El género e IMC, se asocian con el incremento de la presion arterial sistolica en

poblacién guerrerense.

El género, IMC y glucosa, se asocian con el incremento de la presion arterial
diastélica en poblacién del Estado de Guerrero.

El haplotipo TTG de los polimorfismos T-786C, G894T y G10T de NOS3 se asocia

con la presion arterial alta en poblacion guerrerense.
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