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Abreviaturas

8-0x0-dG,
ADN,
ADNCc,
Algoritmo EM,
ARNm,
B2M,
CAT,
CuZnSOD,
CYBA,
CYBB,
dNTP
EcSOD,
EDTA,
EO,
EROs,
EUA

g, mg, ug, ng, Kg
G6PDH,
GAPDH,
GCLC,
GCLM,
GPX1,
GPX2,
GPX3,
GPX4,
GPX5,
GPX6,
GSH,
GSR,
GSS,
GSSG,
H20.,

HO,
HPLC,

Abreviaturas

8-Hidroxi 2-desoxiguanosina.

Acido desoxirribonucleico.

Acido desoxirribonucleico complementario.

Algoritmo de minima expectacion.

Acido ribonucleico mensajero.

Gen o proteina beta 2 microglobulina.

Gen o proteina catalasa.

Proteina cobre-zinc superoxido dismutasa, citosolica.

Gen o proteina citocromo b-245, polipéptido alfa o0 p22phox.
Gen o proteina citocromo b-245, polipéptido beta o p91phox.
Dinucleétidos trifosfatos.

Proteina cobre-zinc superoxido dismutasa, extracelular.
Acido etilendiaminotetraacético.

Estrés oxidativo.

Especie reactiva del oxigeno.

Excrecion urinaria de albUmina.

Gramo, miligramo, microgramo, nanogramo, kilogramo.
Gen o proteina glucosa 6- fosfato deshidrogenasa.

Gen o proteina gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenada.
Gen o proteina glutamato cisteina ligasa, subunidad catalitica.
Gen o proteina glutamato cisteina ligasa, subunidad reguladora.
Gen o proteina glutatién peroxidasa 1, celular.

Gen o proteina glutation peroxidasa 2, gastrointestinal.

Gen o proteina glutation peroxidasa 3, plasma.

Gen o proteina glutation peroxidasa 4, fosfolipidica.

Gen o proteina glutation peroxidasa 5, epididimal.

Gen o proteina Glutatién peroxidasa 6, olfatoria.

Glutation reducido.

Gen o proteina glutatidn reductasa.

Gen o proteina glutatién sintasa.

Glutatién oxidado.

Peroxido de hidrogeno.

Radical hidroxilo.

Cromatografia liquida de alta definicion.
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Abreviaturas

HTAe,
HWE,
IMC
KDa,

LD,
LogEUA,
M, mM, pM,
MAF,
mALB,
MDA,
Min.,
MnSOD,

NADP,
NADPH ,
NCF1,
NCF2,
NCF4,
NO,
07,
0GG1,
ONOO-~
OR,
PAD,
PAS,
Pb,
PCR,
r.p.m.,
RAC1,
RAC2,
SD,
SE,
seg.,
SNP,
SOD1,
SOD2,

XV

Hipertension arterial esencial.

Equilibrio Hardy-Weinberg.

indice de masa corporal.

Kilo dalton.

Desequilibrio de ligamiento.

Logaritmo de la excrecion urinaria de albumina.

Molar, milimolar, micromolar.

Frecuencia del alelo minoritario.

Microalbuminuria.

Malondialdehido.

Minutos.

Proteina manganeso superoéxido dismutasa, mitocondrial.
Concentracion normal.

Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato.

Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato reducido.

Gen o proteina factor citosolico de neutréfilos 1 0 p47phox.
Gen o proteina factor citosélico de neutréfilos 1 0 p67phox.
Gen o proteina factor citosélico de neutréfilos 1 0 p40phox.
Oxido nitrico.

Radical superéxido.

Gen o proteina 8-oxoguanina ADN glicosilasa.

Radical peroxinitrito.

Odds ratio.

Presion arterial diastélica.

Presion arterial sistélica.

Par de bases.

Reaccién en cadena de la polimerasa.

Revoluciones por minuto.

Gen o proteina pequefia de union a GTP, rac1.

Gen o proteina pequefia de union a GTP, rac2.
Desviacion estandar.

Error estandar.

Segundos.

Polimorfismo de un solo nucleétido.

Gen de la proteina cobre-zinc superdxido dismutasa, citosdlica.

Gen de la proteina manganeso superoxido dismutasa, mitocondrial.



Abreviaturas

SOD3, Gen de la proteina cobre-zinc superdxido dismutasa, extracelular.
TBE, Tris/EDTA/Borato.

TE, Tris/EDTA.

TR1, Proteina tiorredoxina reductasa 1, citosolica.

TR2, Proteina tiorredoxina reductasa 2, mitocondrial.

Tris, Tris(hidroximetilJaminometano.

TRX, Proteina tiorredoxina, citosélica.

TRX2, Proteina tiorredoxina 2, mitocondrial.

TXN, Gen de la proteina tiorredoxina, citosdlica.

TXN2 Gen de la proteina tiorredoxina 2, mitocondrial.

TXNRD1, Gen de la proteina tiorredoxina reductasa 1, citosélica.
TXNRD2, Gen de la proteina tiorredoxina reductasa 2, mitocondrial.
TXNRD3, Gen de la proteina tiorredoxina reductasa 3, citosolica.

U, Unidad.

UTR, Regidn no traducida.

XDH Gen de la proteina Xantina Oxidorreductasa.
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Abreviaturas

Glosario

ADN polimerasa: Cualquier enzima que sea capaz de sintetizar nuevas cadenas de ADN a partir de un ADN patrén.

ADN: Acido desoxirribonucleico, una cadena doble de nucledtidos unidos entre si(en los que el componente azlcar es

la desoxirribosa), que es la molécula fundamental en la transmisién de los genes.
ADNc o ADN complementario: ADN transcrito de una molécula de ARN por un enzima llamada transcriptasa inversa.

Alelo dominante: Alelo que expresa su efecto fenotipico aln cuando esté en heterocigosis con un alelo recesivo (ver

este término). Es decir, si Aes dominante sobre a, entonces AAy Aa tienen el mismo fenotipo.

Alelo recesivo: Alelo cuyo efecto fenotipico no se expresa en condicién heterocigética porque es ocultado por el alelo

dominante.
Alelo: Una de las formas alternas de un gen que puede existir en un locus.

Base: Unidad quimica que caracteriza a un nucleétido. En el ADN, las bases son: adenina (A), guanina (G), timina (T) y

citosina (C). Las bases del ARN son adenina, guanina, uracilo (U) y citosina.
Bases nitrogenadas: Moléculas que son componentes importantes de los acidos nucleicos; estan constituidas por una
estructura de anillo que contiene nitrégeno. Los puentes de hidrégeno que unen las bases sirven de enlace a las dos

cadenas de ADN para formar la doble hélice.

Cebador: Fragmento corto de ADN o de ARN hibridado con un ADN de cadena simple, y al cual pueden agregarse

mas nucleotidos mediante la polimerasa de ADN.

Codominancia: Es la situacion en que un individuo heterocigotico exhibe el fenotipo de ambos alelos de un gen

especifico.
Delecion: Es una clase especial de variacién genética en que se pierde parte del ADN de un cromosoma.

Desnaturalizacién: Es la separacion de las dos cadenas de la doble hélice del ADN, o la ruptura severa de una

molécula compleja sin que se destruyan los enlaces principales de sus cadenas.
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Abreviaturas

Electroforesis: Técnica que separa los componentes de una mezcla de moléculas (proteinas, ADN, ARN) segun su

tamafio, como resultado de un campo eléctrico en un gel que sirve de soporte.

Fenotipo: Forma en que se manifiesta un caracter (o grupo de caracteres) en un individuo determinado; o la apariencia

externa perceptible de un genotipo especifico.

Frecuencia alélica: Es una medida de la presencia continua o asidua de un alelo en una poblacién, o de la proporcion

que representa de todos los alelos de un gen.

Genotipo: Composicion especifica de alelos de toda la célula o, mas cominmente, de determinado gen o de un

conjunto de genes.

Haplotipo: Constitucién alélica especifica de cierto nimero de loci en un bloque de ligamiento definido.

Herencia citoplasmatica: Herencia de los genes encontrados en los organelos del citoplasma (los cloroplastos o las

mitocondrias).

Herencia: Proceso en que se transmiten los rasgos genéticos de los progenitores a sus progenies.

Hibridacion: En biologia molecular, es la unién de secuencias complementarias de ADN y/o de ARN para formar una

estructura de doble cadena.

Homélogo: Correspondiente o similar en estructura, posicion u origen.

Insercion: Anormalidad cromosdmica en la que se inserta una secuencia de ADN en un gen, lo que distorsiona la

estructura y la funciéon normal de ese gen.

Ligamiento genético: Es la medida de la desviacion respecto de una asociacion que se produciria al azar para dos

alelos en 2 polimorfismos distintos. Se mide por D', r2y LOD.
Ligasa: Tipo de enzima que puede unir de nuevo un enlace fosfo-diester roto de un acido nucleico.
Locus (pl. loci): Sitio especifico de un cromosoma donde esta localizado un gen o un trozo definido de ADN.

Marcador genético: Un alelo, una banda en un gel o un caracter que sirve experimentalmente como sonda para

identificar a un individuo o alguna de sus caracteristicas.
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Abreviaturas

Nucleétido: Molécula compuesta por una base nitrogenada, un azlcar y un grupo de tipo fosfato. Los nucleétidos son

los componentes elementales de los acidos nucleicos.

Oligonucledtido: Segmento corto de ADN sintetizado artificialmente.

Par de bases: Las dos bases de nucledtidos que estan situadas en diferente cadena de una molécula de acido
nucleico y que se mantienen unidas por enlaces de hidrogeno. Las bases pueden emparejarse de dos maneras:

adenina con timina (en el ADN) o con uracilo (en el ARN), y guanina con citosina (en ADN y ARN).

Par de genes heterocigético: Par de genes que tiene dos alelos diferentes en los dos cromosomas de un individuo

diploide; por ejemplo, Aa 0 A1A2.

Par de genes homocigético: Par de genes en que hay alelos idénticos en ambas copias del cromosoma; por ejemplo,
AA o aa.

Patrén: Molécula que sirve como modelo para sintetizar otra molécula; por ejemplo, una molécula de ADN de cadena

simple puede usarse como plantilla para sintetizar la cadena de nucleétidos complementaria.

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa. Método para amplificar una secuencia de ADN en grandes cantidades
mediante una polimerasa estable al calor y con cebadores apropiados, los cuales dirigen la amplificacion de la region

del ADN que interesa.

Polimerasa: Término genérico para los enzimas que llevan a cabo la sintesis de un &cido nucleico, usando un patrén
de acido nucleico pre-existente y los nucledtidos apropiados (es decir, ribonucledtidos para el ARN y
desoxirribonucleétidos para el ADN).

Polimero: Molécula compuesta por subunidades repetidas.

Polimorfismo: es una variaciéon en la secuencia de un lugar determinado del ADN entre los individuos de una

poblacién.
Secuencia de ADN: Orden de las bases de los nucleétidos en la molécula de ADN.

Secuenciar: Determinar el orden de los nucledtidos en una molécula de ADN o de ARN, o el orden de los aminoacidos

en una proteina.
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Abreviaturas

SNP: Polimorfismo de un solo nucledtido. Polimorfismos que resultan de la sustitucién de una sola base entre

secuencias homologas.

Tag-SNP: es un polimorfismo representativo de una regién del genoma con un alto desequilibrio de ligamiento (la
asociacion no aleatoria de alelos en dos o mas loci). Es posible identificar una variacion genética sin genotipar todos
los polimorfismos de una regién cromosémica.

Transcripcion: Es la sintesis del ARN complementario, usando una secuencia de ADN molde.

Transcriptasa inversa: Enzima que, cuando dispone de un cebador de ADN, cataliza la sintesis de una cadena de

ADN complementaria a partir de un patrén de ARN.
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1. Introduccion

1.1.  Hipertension Arterial

1.1.1. Prevalencia

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la hipertensién (HTA) es una de las principales causas de
morbilidad y mortalidad cardiovascular humana y en el 90% de los casos se desconoce el mecanismo que la inicia
(Ezzati et al., 2002). La denominada HTA esencial constituye la enfermedad cronica mas frecuente en la sociedad
moderna y es también uno de los factores de riesgo cardiovascular primario (Carranza et al., 1995). Recientemente se
ha considerado la HTA esencial como un sindrome de anormalidades metabolicas y estructurales (genéticas vy
adquiridas). Dentro de las alteraciones metabélicas han surgido evidencias que indican que las especies reactivas
derivadas del oxigeno (EROs) juegan un papel fisiopatolégico preponderante en el desarrollo de la hipertension (Touyz
et al., 2005).

Las tasas de prevalencia de HTA encontradas en las diferentes regiones del mundo son muy distintas, asi se
ha descrito una prevalencia que varia desde el 6% en la India rural (3% en los varones y 7% en las muijeres) a la
registrada en Polonia (69% en los varones y 73% en las mujeres) (Kearney et al., 2004). Algunas estimaciones
realizadas en el afio 2000 situaban la prevalencia de la HTA en el 26% de la poblacién adulta mundial (Kearney et al.,
2005). En concreto, en la poblacién general adulta de Espafia la prevalencia de la HTA es aproximadamente de un
35%, llegando al 40% en edades medias y a mas del 68% en los mayores de 60 afios (Banegas et al., 1998; Banegas
et al., 2002).

En consecuencia podemos decir que la prevalencia aumenta con la edad, pero también viene modificada por el
origen étnico, por el nivel socioeconémico y el género. En individuos jovenes y de edad media se ha observado una
prevalencia mayor en varones que en mujeres (Liga espafiola para la lucha contra la hipertension arterial. Sociedad

espafiola de hipertension, 1996; Muniz y Juane, 1995).

1.1.2. Definicion y Clasificacion

La HTA, considerada como un trastorno de la homeostasis cardiovascular, se define como la elevacion
mantenida de la presién arterial (PA) por encima de los limites normales.

Tanto el Séptimo Informe del Joint National Comittee (JNCVII, 2003) como el Informe de la OMS del mismo
afio consideran como limites de hipertension una PA Sistélica (PAS) de 140 mmHg 6 superior y/o una PA diastdlica

(PAD) de 90 mmHg 6 superior, en personas no tratadas con farmacos antihipertensivos.
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Recientemente en la Guia de 2007 para el manejo de la HTA se ha publicado la nueva clasificacién de
hipertension arterial en funcion de las cifras de PA (Tabla 1.1) (Mancia et al., 2007). Practicamente mantiene la
clasificacion presentada en la guia de 2003 de la ESH/ESC, excepto en que en esta Ultima no se incorpora el término
“prehipertension” (INCVII, 2003) por la carga de ansiedad que puede representar. Sin embargo, a lo largo del texto se
destaca en repetidas ocasiones que la PA normal-alta (130-139/85-89 mmHg) comporta un mayor riesgo CV que hace

necesario, en algunas situaciones, el tratamiento con farmacos antihipertensivos.

Tabla 1.1. Definiciones y clasificacion de las cifras de presion arterial (PA) (mm Hg).

Categoria Sistdlica Diastdlica
Optima <120 y <80
Normal 120 - 129 ylo 80 - 84
Normal — Alta 130 - 139 ylo 85-89
Hipertensién grado 1 140 - 159 ylo 90-99
Hipertensién grado 2 160-179 ylo 100 -109
Hipertensién grado 3 =180 ylo 2110
Hipertensién sistolica aislada =140 y <90

La hipertension sistdlica aislada debe clasificarse en grados (1, 2, 3) segun cifras de presion arterial sistdlica en los rangos indicados,
siempre que las cifras de diastolita sean < 90 mmHg. Los grados 1, 2y 3 se corresponden con la clasificacién en hipertension ligera,
moderada y grave.

Sin embargo, ya que el diagndstico de un individuo como hipertenso se basa en clasificaciones que determinan
los limites entre normalidad y enfermedad de manera arbitraria, es imprescindible la evaluacion individualizada en
funcion del perfil de riesgo cardiovascular de cada paciente; sdlo entonces sera adecuado establecer la estrategia de

control y tratamiento.

En la Tabla 1.2 figuran las variables clinicas que con mas frecuencia deben utilizarse para estratificar el riesgo
cardiovascular. Basicamente, se trata de factores de riesgo (demograficos, antropométricos, historia familiar de
enfermedad cardiovascular precoz, presion arterial, habito tabaquico, glucosa y lipidos), datos de afectacién de érganos
diana y diagnostico de diabetes o de condiciones clinicas asociadas, como se sefial6 en las guias del 2003 (JNCVII,
2003).
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Tabla 1.2: Factores que influyen en el pronéstico de la HTA.

Factores de riesgo Dafio organico subelinico
Cifras de presion arterial (PA) sistdlica v diastolica - Hipertrdfia vertricular izquierda:

- ECG: Sokolow-Lion =% mm; Comell > 2440 mm*ms
Presidn de pulso (enel ancianoy - Ecografia ) IMV] = 125 gin? (0; = 110 gin? (M);

Edad {Warones =55, Mujeres»65 afios)
-Placas de ateroma o engrozamienta de la pared cardidea

Tabaguisino (MT > 0.9 mm)

Dislipemias: - Colesterol total > 130 moidL .
- LDL-Colesteral = 115 mgddL - Indlice tobill obrazo < 0.9
- HDL-Colesteral < 46 mg/dL -Aumento ligen de |a creatinina plasmtica:
- Triglicenidos = 150 moidL - sarones: 1.3 1.5 mgidL,

Glucemia basal aterada - 102125 mofdL. - Mujeres: 1.2 -1.4 moidl

-Disminucion de la tasa de fitrado glomerular estimada ) (<

Test de toleracia oral a la glucosa alterado i - S
&0 mldnind 73 m2) 0 del aclaracion de creatining (***) (<60

Ohesidad abdaminal | Perimetro cintura tl i),

(varones>102 cm, Mujeres > £5 cm). -Microalbuminuria Z0-300 mgf4 horas) o aumerta del
Historia familiar de enfemedad cardiovascular cociente albuminaireating:

precoz (varones antes de los 55 &os, Mujeres 222 (), 231 (M) mo/f g crestining

artes de los 65 afios

Diabetes Mellftus Enfermedad eardiovaseular o renal establecida

Glucosa plasmatica en ayunas =126 mgidLenmas - Cersbrowvascular: ictus isquemico, hemomagia cerebral,
de una determinacidn. daque isquémico transitario,

-Cardiaca: infarto de miocardio, anging, revaseuarizacidn
coronaria, insuficiencia cardiaca.

-Renalneuropatia diabéica, proteinuda (> 300 mg'24 horas),
insuficiencia renal (creatining =1 .5 moidL 08 = 1.4 moddl (M)

-Erfermedad arterial periférica.

Glucosa trag sobrecarya ord =198 mofdl

-Retinopatia avanzada: hemorragias o exudados, edema de
papila.
Mata: El Sindrome Metahdlicose define como la presencia de tres o mas de cinco criterios siguientes: Ohesidad
akclomingl, glucemia bas al aterada, PA=12045 mmHy, descenso de HOL- Colesterd o aumento de Triglicéddos
i como sehan definido anteriormente).
W Warones, M: Mujeres; IMT: Grosor Irtima Media; **: Formula MORD; **: Fomnula Crockroft-Gautt.

Desde el punto de vista etiopatogénico, también, podemos clasificar la HTA en dos grandes grupos:
hipertension esencial, que engloba el 90-95% de todos los pacientes, y en la que no se llega a encontrar una causa, y la
denominada HTA secundaria, que representa el 5-10% y en la que si podemos determinarla: ingesta de farmacos,
enfermedades endocrinas, renales, vasculares, etc. También es conocido que a menor edad, mayor probabilidad de

que la HTA sea secundaria.

La presién que la sangre ejerce desde el interior sobre la pared arterial depende de dos fendmenos fisicos: la

fuerza del bombeo del corazon (gasto cardiaco) y el calibre de las arterias (resistencia periférica) (RP). Estos dos
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factores primarios, estan a su vez influidos por la interaccién de una compleja serie de factores fisiopatologicos, tal y
como se aprecia en la Figura 1.1, que van a dar como resultado fundamental un engrosamiento estructural de la pared
de los vasos y/6 una vasoconstriccion funcional de los mismos. El mecanismo intimo de esta interaccion, ain

permanece sin estar suficientemente claro.

Figura 1.1: Factores implicados en la regulacion de la presion arterial.

PRESION ARTERIAL = GASTO CARDIACO

Hipertension = Incremento del gasto

|
| |

X

ylo

RESISTENCIA PERIFERICA

Incremento
Resistencia T Periférica

T Precarga T Contractibilidad Vasoconstriccion Hipertrofia
T Volumen Redistribucion k
t de Volumen
Hiperactividad Alteraciones
Simpatica Membrana Celular
R
Retencion Supefficie de Exceso Actividad Hiperinsulinemia
Renal de Na Fi"racidn_\ Sistema RAAS / /

INGESTA ALTERACION ESTRES — OBESIDAD FACTOR
DE SODIO GENETICA OXIDATIVO ENDOTELIAL

Ademés, se calcula que entre el 60-70% de la HTA esencial puede deberse a factores genéticos, siendo el 30-

40% restante resultado de influencias ambientales (Ward., 1990; Harrap, 1994).

Actualmente se intentan identificar marcadores bioquimicos o fisiologicos que tengan relacién con
determinadas secuencias de ADN y asi permitir la identificacion de genes especificos de HTA. La Kalicreina urinaria, el
cotransporte sodio-litio y sodio-calcio, la concentracion de sodio intracelular o los distintos componentes del sistema
renina-angiotensina-aldosterona podrian ser algunos de ellos aunque el mecanismo hereditario no es atribuible a un
solo locus sino a varios factores. Estos incluirian: herencia poligénica, heterogenicidad genética, interaccion entre
genes, interaccion genes-factores ambientales y expresion de los genes tiempo-dependientes. Como ejemplo, se ha
demostrado que la elevacion de los niveles de fibronectina por encima de 40 mg/dl medidos en la semana 24 de
gestacion, podria convertirse en un marcador de preeclampsia, con una sensibilidad del 75% y una especificidad del
92% (Aydin et al., 2006). Existe también evidencias genéticas del efecto dafiino que muestra el polimorfismo M235T del
gen AGT sobre los niveles de angiotensina, PA, y consecuentemente sobre el incremento del riesgo de HTA (Takakura

et al., 2006). Recientes avances en farmacogenética estudian mediante nuevas lineas de investigacion la prediccion de



Introduccién

la respuesta a una terapia por parte del paciente, con lo cual se evitarian fracasos terapéuticos motivados por la
susceptibilidad personal y la variabilidad interindividual (Kurland et al., 2005).

Por otra parte, los factores ambientales pueden llegar a ser tan precoces, que incluyen la etapa fetal del
individuo. Es conocida la relacidn entre bajo peso al nacer con el desarrollo de HTA posterior. Este hallazgo parece ser
debido a una disminucion permanente de nefronas (Law et al., 1993), 0 a una alteracion de la sintesis de elastina en las
paredes de las grandes arterias en la etapa fetal, que favorecerian la HTA en la edad adulta (Martyn y Greenwald,
1997).

1.1.3. Microalbuminuria

Se considera microalbuminuria (mALB) al aumento de la excrecién urinaria de albimina (EUA), en ausencia de
proteinuria, no detectada por métodos convencionales de laboratorio. La albimina es una proteina cargada
negativamente, que se filtra en pequefia cantidad en el glomérulo y que en condiciones normales aparece en orina en
concentracion inferior a 20 mg/dia, gracias a su reabsorcién tubular.

Inicialmente, la mALB fue reconocida como un marcador de riesgo cardiovascular y/o renal en pacientes con
diabetes mellitus. Sin embargo, diversos estudios han demostrado su valor prondstico para mortalidad o para el
desarrollo de enfermedades cardiovasculares en poblacion no diabética (Jager et al., 1999; Roest et al., 2001; Gerstein
et al., 2001; Yudkin et al., 1988). Del mismo modo los pacientes con microalbuminuria tienen un mayor riesgo de
progresar a proteinuria abierta y al deterioro de la funcién renal por el desarrollo de nefroangiosclerosis (Bigazzi et al.,
1998).

En la actualidad se ha convertido en un elemento basico de la evaluacidén y seguimiento de los sujetos
hipertensos, segun las recomendaciones de dos guias publicadas recientemente, el VIl Informe del Joint Nacional
Comité y el conjunto de las Sociedades Europeas de Hipertension y Cardiologia.

La hipertension contribuye a la enfermedad renal al incrementar la presion capilar glomerular, proteinuria,
disfuncion endotelial, esclerosis y provocando dafios sobre la nefrona (Sowers, 2003). Las interacciones entre la
hipertension y la enfermedad renal son complejas ya que también las nefropatias contribuyen al desarrollo y la
gravedad de la HTA, mientras que la PA elevada acelera el curso de la nefropatia.

Bajo condiciones normales, mecanismos autoregulados protegen la microvascularidad de la célula de los
efectos del aumento de PA. Sin embargo, cuando estos mecanismos se deterioran, como en la HTA o la diabetes
mellitus, el rifidn puede comenzar a sufrir dafios. Esta continua desregulacion agrava ain mas los efectos inducidos por
la PA, lo que contribuye al desarrollo de la proteinuria y el progreso de la insuficiencia renal (Cooper et al., 1998;
Cooper, 2001). Ademas, la angiotensina Il (Ang Il) también contribuye en la enfermedad renal por medio de
mecanismos no hemodindmicos. Estos mecanismos pueden activar la liberacion de mediadores de estrés oxidativo,
inflamacién y otros factores de crecimiento que estimulan la acumulacién de matriz extracelular, profileracion celular e
hipertrofia (Long et al., 2004, Cooper, 2001; Ketteler et al., 1995).
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Diversos estudios han evaluado el papel de los factores genéticos en el desarrollo de microalbuminuria,
indicando que el sustrato genético podria determinar el riesgo de desarrollar microalbuminuria (Pontremoli et al., 1996;
Yudkin et al., 1997; Fernandez-Llama et al., 1998). La asociacién familiar de microalbuminuria ha sido sefialada en
algun estudio, aunque su escaso poder estadistico no permitid obtener excesivas conclusiones. Los estudios en general
han abordado la posible relacion desde la perspectiva de analizar la influencia de potenciales genes candidatos, basada
su seleccién en mecanismos fisiopatologicos conocidos de antemano. En consecuencia, se ha postulado que el
desarrollo de microalbuminuria en la hipertension tiene un componente genético. Por ejemplo, el alelo D del
polimorfismo I/D del gen de la Enzima Convertidora de Angiotensinogeno (ECA) se ha asociado con incrementos en los
niveles de EUA y con una alta prevalencia de microalbuminuria y también con nefroangioesclerosis entre los sujetos
hipertensos (The Gisen Group, 1997; Ljungman, 1990; Nosadini et al., 1991). No obstante, este componente genético
puede ser el resultado de la interaccion de varios genes, ya que se han asociado otros genes candidatos con la

prevalencia de microalbuminuria, pero de resultados controvertidos.
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1.2. Estrés Oxidativo

1.2.1. Concepto de Estrés Oxidativo y Radicales Libres

Estrés oxidativo (EO) es un término ampliamente utilizado que hace referencia a un desequilibrio entre la
generacion de especies prooxidantes y la eliminacion de las mismas, mediante sistemas antioxidantes. Dicho equilibrio
se encuentra desplazado hacia la generacidn de especies prooxidantes, bien por el aumento de la produccion de estas
especies o por la disminucion en los efectos protectores de los sistemas antioxidantes.

Definimos radical libre a aquella especie quimica que tiene uno 0 mas electrones desapareados en su Ultima

capa. Esta caracteristica le proporciona una gran capacidad de reaccionar con la mayoria de biomoléculas.

En la figura 1.2 se observa la maquinaria necesaria para la detoxificacién de las especies reactivas del oxigeno
(EROs) en las células eucariotas. En los apartados siguientes, se detallard cada enzima implicada tanto en la

produccion como en la proteccion frente EO.

Figura 1.2: Proceso de reduccién monovalente del oxigeno, por mecanismo antioxidantes en la célula.

ONOO’
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H.B 2 2
No 7|
e’ CuZnSOD
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02: Oxigeno; Oz Radical superdxido; H202: Perdxido de hidrogeno; OH-: Radical hidroxilo; NO: Oxido nitrico; H4B: Tetrahidrobiopterina;
MnSOD: Manganeso superdxido dismutasa; CuZnSOD: Cobre-Zinc superoxido dismutasa; GPX: Glutatién Peroxidasa; TXN: tiorredoxina; e+:
electrén; ONOO": anién peroxinitrilo; GSH: glutation reducido; GSSG: Glutation oxidado.
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1.2.1.1 Tipos de Especies Reactivas

Radical superoxido (Oz): Es el radical mas abundante a pH fisioldgico (Behar et al., 1979). En el metabolismo
aerobio el 1-2% del consumo total de oxigeno da lugar a la formacién de anidn superdxido. Es inestable y puede iniciar
reacciones que den lugar a otros intermediarios, a su vez muy reactivos. Tiene una vida media de algunos milisegundos
y experimenta reacciones de dismutacion, donde a partir de dos radicales superéxido se produce peroxido de hidrégeno
(H20,) y oxigeno (Grisham et al., 1999).

Se forma como producto de muchas reacciones catalizadas enzimaticamente, como en las reacciones de las
deshidrogenasas flavoproteinicas: xantina oxidorreductasa, aldehido oxidasa, purina oxidasa, etc. (Koryka-Dahi y

Richardson, 1981), o en la cadena respiratoria mitocondrial (Boveris et al., 1972).

Peréxido de hidrogeno (H20;): No es un radical libre, pero su toxicidad es importante. Atraviesa con facilidad
las membranas celulares. Es un producto estable en ausencia de catalizadores que promuevan su descomposicion.

Muchas enzimas producen H,O; a partir de oxigeno: superdxido dismutasa, glucosa oxidasa, etc. (Fridovich,
1986; Romero y Cadenas, 1987). También puede producirse por reacciones quimicas, como la autooxidacion del acido
ascorbico catalizada por el cobre (Koryka-Dahl y Richarson, 1981). La enzima catalasa es la encargada de eliminar esta
especie reactiva, liberando agua en el proceso.

Ademas, existen evidencias que muestras que el HO, esta implicado en la regulacion de la transduccion de
sefiales y expresidn de diversos genes a través de los factores de transcripcion, NFkB1 y AP-1. Ambos factores de
transcripcion son capaces de inducir la transcripcion de genes tales como la interleuquina 2, el factor de necrosis
tumoral a (TNFa), antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad y c-fos (Schreck et al., 1992; Baeuerle y
Henkel, 1994; Sen y Packer, 1996).

Radical hidroxilo (HO): Es la especie quimica mas reactiva que se conoce y por tanto mas toxicas. Tiene una
vida media estimada de alrededor de 10 segundos (Liochev y Fridovich, 1994).

Puede formarse in vivo a consecuencia de radiacion de alta energia (rayos X, rayos y) que puede provocar la
rotura homolitica del agua corporal. La luz UV no tiene suficiente energia como para escindir una molécula de agua,

pero puede dividir el perdxido de hidrégeno en dos moléculas de radical hidroxilo.

Oxido nitrico (NO): El éxido nitrico tiene una gran importancia por su funcién fisiolégica, ademas de ser
considerado un intermediario toxico importante por su condicién de radical libre.
El NO juega un papel fundamental en numerosos procesos fisiolégicos. Actua como regulador del flujo

sanguineo local, inhibe el crecimiento, la inflamacién y la agregacion plaquetaria.
En numerosos estudios realizados en diferentes lechos vasculares, se ha confirmado la pérdida de
vasodilatacién dependiente de endotelio en la patologia de la hipertension (Park et al., 2001; Schiffrin et al., 2000).

Ademas esta reduccion de la vasodilatacion se ha relacionado con la disminucion de la biodisponibilidad de NO. Esta
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puede deberse a una reducida expresion y/o actividad de la dxido nitrico sintasa (NOS), enzima que cataliza la
conversion de L-arginina a L-citrulina dando como subproducto NO en numerosos tipos celulares (Moncada et al., 1991;
Bush et al., 1992), 0 a un mayor consumo de NO por parte de otras EROs como el anion superéxido.

La expresion de NOS esta regulada por una serie de metabolitos. Se ha comprobado la existencia de varios
factores que disminuyen la expresion de la NOS, entre los cuales se incluye el TNFa, el cual desestabiliza el ARNm del
gen (Nishida et al., 1992). Otros estimulos que han sido reportados como reductores de la estabilidad del ARNm
incluyen lipopolisacaridos, hipoxia y altas concentraciones de moléculas de LDL oxidadas (Lu et al., 1996; McQuillan et
al., 1994; Liao et al., 1995). Todos estos factores estan relacionados con la hipertensién, por lo cual se puede deducir
que la alteracion de la sintesis de NO participa en la fisiopatologia de ésta.

Por otra parte, cuando se produce un exceso de oxidantes, la NOS puede generar peroxinitritos en lugar NO.
Este proceso se denomina desacoplamiento de la oxidacion de NADPH en la sintesis de NO (Koppenol et al., 1992) y
se produce fundamentalmente por la disminucién de uno de los cofactores de la enzima, como la tetrahidrobiopterina
(BH4), oly de su sustrato, L-arginina. Como consecuencia, se obtiene un aumento de EO y del deterioro de la funcién

endotelial y vascular (Landmesser et al., 2003).

Peroxinitrito (ONOQe-): No es un radical, pero si un intermediario oxidante que puede protonarse y
descomponerse con facilidad de modo que es altamente reactivo (Lipton et al., 1993). Es capaz de inducir la
peroxidacion lipidica en lipoproteinas, interferir con la sefializacién celular por nitracion de residuos tirosina, oxidar
grupos tioles y guanosinas, degradar carbohidratos y fragmentar el ADN, por lo que es un importante mediador en el

proceso aterogénico (Beckman et al., 1994; Beckman y Koppenol, 1996).

1.2.1.2 Efectos de los Radicales Libres

La accion de los radicales libres viene determinada, por una parte, por su reactividad quimica, y por otra parte,
por la disponibilidad de un sustrato susceptible en la proximidad donde se produce el radical libre. La acumulacién de
compuestos alterados por el resultado de la reaccién del radical libre es a menudo la explicacién de efectos a largo
plazo, los cuales son dificimente demostrables como relacién causa-efecto de la reaccién de los radicales libres, pero
las reacciones de los radicales libres provocan unos productos cuyo efecto es acumulativo.

La oxidacion se produce a nivel de las cuatro biomoléculas principales: lipidos, glucidos, acidos nucleicos y
proteinas. Los radicales libres pueden reaccionar con estas biomoléculas y son capaces de oxidarlas causando pérdida

de su funcién, acumulacién de moléculas oxidadas, mutaciones, etc.
Dada la importancia del dafio que el aumento de los radicales libres puede producir en las células, en los

Ultimos afios se ha intentado encontrar indices que permitan medir el EO. Entre los indicadores propuestos, los mas

relevantes son el cociente glutation oxidado/ glutation reducido (GSSG/GSH) como indicador de dafio oxidativo en el
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citosol, el malondialdehido como indicador de dafio a los lipidos, el 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina (8-0xo-dG) que es un
indice de dafio oxidativo en el ADN (Hageman et al., 1992).

Dafio oxidativo a proteinas: Todos los aminoacidos presentes en las proteinas tienen residuos susceptibles de
ser atacados por los radicales libres, sobre todo por el radical hidroxilo (Stadtman, 2006). Dentro de los aminoacidos
fisioldgicos, la tirosina, la fenilalanina, el triptéfano, la histidina, la metionina y la cisteina son los que mas procesos
oxidativos sufren (Davies, 1987). Esta oxidacién puede dar lugar a un cambio conformacional de la proteina y, por tanto,
a una pérdida o modificacion de su funcién biolégica. En condiciones anaerdbicas, los radicales libres promueven un
entrecruzamiento considerable entre proteinas, mientras que en presencia de oxigeno los radicales libres provocan una
gran fragmentacién de la cadena peptidica (Stadtman, 2006).

En los procesos de dafio oxidativo a proteinas, algunos aminoacidos como lisina, prolina y arginina, se oxidan
dando lugar a grupos carbonilo, de modo que el contenido en carbonilos de las proteinas se puede emplear como un
indicador de dafio oxidativo a las mismas (Stadtman, 2006).

El dafio oxidativo suele ser irreversible y puede conducir a la desnaturalizacion de la proteina. Se ha propuesto
que la oxidacién de enzimas mediada por radicales libres es un paso de marcaje dentro del recambio proteico
(Stadtman, 2006).

Dario oxidativo a los lipidos: La accién de los radicales libres de oxigeno sobre los lipidos tiene lugar
fundamentalmente sobre los acidos grasos poliinsaturados (Alexander-North et al., 1994), provocando su peroxidacion.
El resultado de esta peroxidacion es la pérdida de la flexibilidad y de las funciones secretoras, asi como la ruptura de
los gradientes ionicos transmembrana.

El proceso de peroxidacion lipidica, comienza cuando un radical libre oxida a un carbono de la cadena alifatica
de un &cido graso, se desprende un atomo de hidrégeno, y se forma un radical alquilico (Frei, 1994). Este radical
centrado en un atomo de carbono reacciona con el O; y forma un radical peroxido. Los radicales perdxido pueden
reaccionar con cadenas laterales de otros &cidos grasos poliinsaturados adyacentes, con lo que se propaga la reaccion
en cadena radicalaria (Halliwell, 1994).

De esta manera, un solo ataque por un radical libre da lugar a la formacion de un gran nimero de productos de
oxidacion, sobre todo aldehidos como malondialdehido (MDA) y 4-hidroxinonenal e hidrocarburos de cadena corta
como etano y pentano (Halliwell, 1994). Muchos de los aldehidos formados reaccionan rapidamente con los
componentes celulares, con lo que causan mutaciones en el ADN, y producen dafios estructurales y funcionales al
reaccionar con proteinas (Frei, 1994).

La peroxidacion lipidica se considera como un factor muy importante en el envejecimiento de células aerdbicas
(Lippman, 1985).

Dario oxidativo a los glucidos: Los radicales libres atacan a los glucidos de distintas formas. Los monos y

disacaridos resisten a la accién de las EROs. La glucosa constituye un captador del radical superdxido al retenerlo e
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impedir su accidn sobre otras moléculas. La manosa y el manitol son capaces de eliminar el radical hidroxilo. Por ello,
se ha observado que diversos polisacaridos actian como agentes protectores celulares (Albertini et al., 1996).
Sin embargo, los polisacaridos son despolimerizados por los radicales libres. Esta accién provoca la pérdida de

la funcién estructural de los mismos y da lugar a procesos degenerativos (Borel ef al., 1998).

Dafrio oxidativo al ADN: Los acidos nucleicos también son susceptibles de sufrir los efectos de estrés oxidativo
en todos sus componentes. Se sabe que el oxigeno es capaz de adicionarse a las bases nitrogenadas del ADN
formandose el radical peroxil. Las posteriores reacciones de estas especies radicalarias en el ADN dan lugar a un gran
numero de productos. El nimero de bases modificadas diferentes encontradas en el ADN tras un ataque oxidativo
supera la veintena. La alteracién mas frecuente que se observa es la oxidacién de la base guanosina, produciendo 8-
hidroxi-2'deoxiguanosina. Su importancia reside en su poder mutagénico ya que durante la replicacién producira
transversiones del nucledtido timina por citosina (Shibutani et al., 1992). En consecuencia, cuando tiene lugar la
replicacion del ADN dafiado, o cuando un ADN dafiado se repara de manera incorrecta, se origina una mutacién
(Halliwell y Auroma, 1991; Breen y Murphy, 1995). Por ello las lesiones oxidativas al ADN parecen estar implicadas no
solo en el envejecimiento celular, sino también en la patogénesis de las enfermedades asociadas a la edad avanzada y
cancer. EI ADN dafiado es reparado por enzimas que cortan la parte afectada y ésta es excretada por la orina (Ames et
al., 1981). Puesto que las enzimas reparadoras no llegan a eliminar todas las lesiones, éstas se acumulan y aumentan
con la edad (Ames et al., 1981).

Dario oxidativo en el citosol: El glutation es un tripéptido que desempefia diversas funciones metabdlicas de
gran importancia, sobre todo relacionadas con la proteccion antioxidante de las células. El grupo activo es el sulfhidrilo
del residuo de cisteina, por lo que el glutation puede ejercer su papel protector cuando se presenta en su forma
reducida (GSH). Dos moléculas de GSH pueden oxidarse cediendo un electrén cada una y combinandose entre si
dando lugar la forma oxidada (GSSG). Por ello, un indicador caracteristico de estrés oxidativo es el aumento de la
concentracion de glutation oxidado con la consiguiente alteracidon del estado redox del glutation, aumentando el
cociente GSSG/GSH (Sies, 1986) y disminuyendo el glutation total (2 GSSG+GSH) en situacién de EO (Morris et al.,
2008).

1.2.2. Sistemas Productores de Estrés Oxidativo

Los radicales libres se forman en numerosos procesos celulares, tales como el transporte de electrones a lo
largo de la cadena respiratoria, la activacion de los leucocitos, reacciones enzimaticas (como la catalizada por la xantina
oxidorreductasa) y en el metabolismo de xenobiéticos. Un compuesto se puede transformar en un radical libre de

diferentes formas: ganando un electrén, perdiendo un electron o por fusién homolitica simétrica de una unién covalente.
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Los radicales libres aparte de las fuentes endégenas descritas anteriormente pueden también proceder de
fuentes externas. Con la dieta se ingieren muchos compuestos de naturaleza prooxidante, tales como el humo de
tabaco, la polucién ambiental, el ozono, etc. (Prior et al., 1995; Ames, 1981).

Pese a que los radicales libres provienen a través de fuentes exdgenas y enddgenas, en este estudio solo nos
centraremos en las fuentes endogenas y concretamente en las producidas por la xantina oxidorreductasa vy la

nicotinamida adenina dinucleotido fosfato oxidasa.

1.2.2.1. Xantina Oxidorreductasa

La xantina oxidorreductasa (XDH) es un enzima muy versatil que se encuentra ampliamente distribuida en la
naturaleza (desde las bacterias hasta el hombre). Cataliza la oxidaciéon de muchos substratos, bien sean endégenos
como las purinas o exdgenos como el etanol. La principal funcién a nivel fisiolégico es la oxidacion de la hipoxantina y
de la xantina a &cido Urico. Este es el producto final del catabolismo de la bases puricas en algunos primates y en el
hombre.

La XDH in vivo se encuentra fundamentalmente bajo la forma NAD+ dependiente deshidrogenasa. Esta forma
es un homodimero y cada una de sus subunidades tiene un peso molecular aproximado de 150 KDa (Saksela y Raivio,
1996). La forma deshidrogenasa se puede convertir en oxidasa mediante la oxidacion de grupos sulfhidrilos, siendo
este paso reversible (Della-Corte y Stirpe, 1968), 0 mediante un proceso proteolitico. Este Ultimo proceso es irreversible
y esta catalizado por una proteasa calcio dependiente que libera un fragmento peptidico de 20 KDa de cada subunidad
(McCord y Roy, 1982). La hipoxia es otro factor que puede transformar la forma deshidrogenasa en forma oxidasa
(Parks y Granger, 1986). La forma deshidrogenasa utiliza como aceptor de electrones el NAD+ durante la oxidacién de
la hipoxantina. La forma oxidasa utiliza el O, como aceptor de electrones formando el radical superéxido (Parks y
Granger, 1986). Ademas, algunos mediadores de la inflamacion como el factor de necrosis tumoral también producen

una conversion de la forma deshidrogenasa en la forma oxidasa (Friedel et al., 1989).

1.2.2.2. Nicotinamida Adenina Dinucleétido Fosfato Oxidasa

La enzima NAD(P)H oxidasa presente en la membrana plasmética de distintos tipos celulares, entre ellos en
las células fagociticas donde se caracterizd por primera vez, es una importante fuente biolégica de produccién del anién
superoxido. Estos radicales libres de oxigeno pueden dafar a la propia célula que los origina y a las proximas. También
se ha descrito la NAD(P)H oxidasa como una importante fuente de radicales libres en células musculares lisas
vasculares (CMLV) y endotelio, en las cuales desempefian un papel importante como sefiales intracelulares y en la
activacion de moléculas que regulan la transcripcion de genes proinflamatorios y sintesis de matriz extracelular, la
apoptosis y la division celular de las CMLV, entre otros. Todo ello desemboca en la disfuncién endotelial (Qamirani et
al., 2005, Lassegue y Griendling, 2004; Virdis et al., 2004).
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El complejo NAD(P)H oxidasa puede estar formado por diferentes subunidades en funcién del tipo celular y del
tejido donde se esté produciendo (Cheng et al., 2001; Chamulitrat et al., 2004). Ademas, cada una de ellas puede estar
activada por diferentes proteinas homoélogas (Cheng y Lambeth, 2005). En un principio, se determiné la estructura y
funcién de la NAD(P)H oxidasa en neutrdfilos. Se conoce que esta enzima es un complejo multi-enzimatico formado por
un dominio con actividad reductasa compuesto por una flavoproteina y un citocromo b558 formado por las subunidades
p22phox y p91phox. Otras importantes subunidades citoplasmaticas incluyen p47phox, p67phox, p40phox y la proteina
Rac. Cuando la célula fagocitica esta activa, las subunidades citosdlicas se traslocan hacia el citocromo b558 de
membrana, dando lugar a la forma activa de la enzima (Lapouge et al., 2000; Koga et al., 1999; Babior, 1999). Cuando
el complejo esta activo, transfiere electrones del NAD(P)H citosélico al oxigeno del espacio extracelular generando Oy
(Cross y Segal, 2004).

La NAD(P)H oxidasa vascular tiene algunas caracteristicas funcionales similares a la que se halla en
neutréfilos. Ambas se inhiben por difenileneiodonio (DPI), un producto empleado para inhibir la generacién de O via
NAD(P)H oxidasa. Se diferencian, sin embargo, en que la oxidasa vascular produce Oy en menor cantidad, pero de
manera mas constante (Cai y Harrison, 2000)

Es importante destacar que la actividad de la NAD(P)H oxidasa vascular esta regulada por citoquinas,
hormonas y fuerzas mecanicas que se conoce que participaran en la patogénesis de la enfermedad vascular
(Griendling et al., 2000). La estimulacién de las CMLV por Ang Il, trombina, factor de crecimiento plaquetario y el factor
de crecimiento tumoral, provoca el aumento de la actividad vascular del complejo y la formacion de EROs (Bhunia et al.,
1997; De Keulenaer et al., 1998; Griendling et al., 1994; Holland et al., 1998; Marumo et al., 1997)

En particular, Ang Il, es un importante activador de este complejo. En la CMVL, la activacion del receptor del
Ang Il tipo 1 determina la fosforilacion de la subunidad p47phox, asi se promueve su union al resto de subunidades
citoplasmaticas, éstas a las de membrana y con ello la activacién del complejo (Touyz et al., 2005; Cai et al., 2000).

Este mecanismo de sefializacién por parte de Ang Il y el proceso de formacién de Oy por NAD(P)H oxidasa se

ilustra en la figura 1.3.

Figura 1.3. Mecanismo de activacion y accion de la NAD(P)H oxidasa vascular mediante Ang .
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Este mecanismo se ha demostrado que también tiene lugar en células endoteliales, donde Ang Il estimula la
asociacion de p47phox con p22phox (Li y Shah, 2003), ademas de inducir la expresién de p22phox (Gragasin et al.,
2003; Touyz et al., 2002).

Por otra parte, se han descrito varios polimorfismos en el gen CYBA que codifica para la subunidad p22phox
que podrian afectar al nivel de actividad final del complejo NAD(P)H oxidasa y estar asociados al riesgo cardiovascular
(Zalba et al., 2005; San José et al., 2008).

1.2.3. Sistemas Protectores frente Estrés Oxidativo

Los seres vivos han desarrollado una serie de mecanismos antioxidantes, disefiados para protegerse de la
accion de los radicales libres. Estos pueden clasificarse basicamente en:

1. Sistemas de defensa enzimaticos: se trata de un mecanismo intracelular que eliminan las especies reactivas
del oxigeno una vez formadas y reparan sus efectos. En este estudio nos centraremos en las enzimas superéxido
dismutasa y catalasa como enzimas detoxificadoras de EROs y como sistemas reparadores comentaremos la enzima
8-oxoguanina glicosilasa 1, como proteina reparadora de la acumulacion de 8-oxo-dG en el ADN.

2. Sistemas de captadores de EROs o "scavengers": enlentecen considerablemente las reacciones de
oxidacion en cadena o atrapan a las EROs transformandolas en otras sustancias menos agresivas y recuperando
proteinas oxidadas previamente. En este apartado englobariamos los sistemas glutation y tiorredoxina y algunas
sustancias hidrosolubles, liposolubles 0 de membrana (vitaminas C, Ay E).

3. Quelantes de metales de transicion: son moléculas que captan el hierro (ferritina y transferrina) y el cobre

(ceruloplasmina) impidiendo que estos metales actlen como catalizadores de las reacciones de Fenton y Haber-

Weiss.

La existencia de una alteracion en el equilibrio entre agentes oxidantes y antioxidantes a favor de las fuerzas

pro-oxidacion en la célula dara lugar a estrés oxidativo.

1.2.3.1. Sistemas de Defensas Enzimaticas

Superdxido Dismutasa (SOD): La superoxido dismutasa representa la primera linea de defensa. Cataliza la
reaccion de destruccion de los radicales superéxido mediante su transformacion en perdxido de hidrégeno, que, a su
vez, puede ser destruido por las actividades de la catalasa o de la glutatién peroxidasa. Se han aislado cuatro clases de
SOD: una contiene un cofactor con dos atomos metalicos; uno de cobre y otro de zinc. Las demas contienen cofactores
mononucleares de hierro, manganeso o niquel. En humanos existen tres tipos de SOD: MnSOD mitocondrial, CuZnSOD
citosolica y CuZnSOD extracelular (ECSOD).
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El contenido de MnSOD en tejidos humanos es aproximadamente la mitad del contenido de CuZnSOD, lo que
indica su importancia para la supervivencia de la vida aerobia y el desarrollo de la resistencia celular a la toxicidad

inducida por las sustancias reactivas de oxigeno.

Catalasa (CAT): es una enzima tetramérica, con cuatro subunidades idénticas dispuestas tetraédricamente,
conteniendo cuatro grupos de ferro-protoporfirina por molécula. Es una de las enzimas mas eficaces, tanto que no
puede ser saturada por H20; a ninguna concentracién, catalizando su conversion en H.O y O, para proteger a las
células del H.O- que se genera en su interior.

El H.O, se cataboliza enzimaticamente en organismos aerobios por la CAT y otras peroxidasas. La enzima
catalasa tiene un papel importante en la adquisicion de tolerancia a estrés oxidativo en la respuesta de adaptacion de
las células. Esta enzima captura el H,O, antes de que pueda escapar de la célula y lo convierte en oxigeno molecular.

Por ello, es una proteina importante en la proteccién del organismo frente estrés oxidativo grave.

8-oxoguanina glicosilasa 1 (OGG1): Enzima reparadora del ADN. La mayoria de las células poseen diversos
tipos de endonucleasas que especificamente reconocen diferentes modificaciones de las bases nucleétidas,
provocadas por las EROs u otros agentes como la radiacion ultravioleta. La OGG1 es la enzima responsable de la
escision de 8-0x0-dG, base mutagénica mas abundante derivada del ataque oxidativo al ADN y considerada como

biomarcador del dafio oxidativo en el ADN (Lunec et al., 2000).

1.2.3.2. Sistemas de Captadores de Especies Reactivas

1.2.3.2.1. Sistema Glutation

Glutation (GSH): Es el tiol no proteico mas abundante en las células de mamiferos. Fue descubierto por
Hopkins en 1921 y esté constituido por 3 aminoacidos: &cido glutdmico, cisteina y glicina. Su estructura le confiere
ciertas caracteristicas que hacen que el GSH tenga una funcionalidad amplia e importante en la célula.

El GSH se puede encontrar en 2 formas segun su estado de 6xido-reduccion: como glutation reducido (GSH) o
glutatién oxidado (GSSG) que estd compuesto por 2 moléculas de GSH unidas por un puente disulfuro entre las
cisteinas.

El GSH desempefia numerosas e importantes funciones metabdlicas. Una de ellas es la de proteger a la célula
contra los radicales libres, los perdxidos y otros compuestos tdxicos, asi como proteger frente al efecto nocivo de las
radiaciones. EI GSH puede reaccionar directamente con los radicales libres, sin intervencién enzimatica alguna y

detoxificarlos, o bien puede reducir los peréxidos formados por medio de la glutatién peroxidasa.

Metabolismo del glutation: Cuando se produce estrés oxidativo, el GSH se oxida a GSSG por medio de la

reaccion catalizada por la glutation peroxidasa. EI GSSG formado es inmediatamente reducido a GSH por medio del
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enzima glutation reductasa. La glutation reductasa requiere Nicotinamida Adenina Dinucleétido Fosfato (NADPH) como
cofactor, que sera suministrado por la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. Tanto la glutatién peroxidasa como la glutatién

reductasa se hallan predominantemente en el citosol, existiendo también cierta actividad en la mitocondria (Figura 1.4).

Figura 1.4. Mecanismo de antioxidante del GSH.
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Glutation peroxidasa (GPX): esta formada por cuatro subunidades idénticas y cada una de ellas contiene un
residuo de selenocisteina que es esencial para su actividad enzimatica. Comparte su sustrato con la catalasa, ademas
puede reaccionar de modo efectivo con tejidos y otros hiperoxidos organicos, catalizando la reduccién de diferentes
hiperéxidos (ROOH- y H20,) usando GSH, contribuyendo a la protecciéon de células de mamiferos contra el dafio
oxidativo.

Se han detectado seis isoenzimas de GPX en mamiferos. La GPX citosélica o mitocondrial (GPX1) reduce los
hiperéxidos de acidos grasos y el H,O, a expensas del glutation. La GPX1 y la GPX4 (fosfolipido hiperdxido GPX) se
encuentran en mas tejidos. La GPX4 se localiza tanto en la fraccion citosolica como en la membrana. La GPX1 se
encuentra predominantemente en eritrocitos, rifidn e higado, mientras que la GPX4 se halla mayoritariamente en
células epiteliales renales y en los testiculos. La GPX2 citosdlica y la GPX3 extracelular se detectan escasamente en la
mayoria de los tejidos, excepto en el tracto intestinal y el rifion respectivamente. Se ha detectado un isoenzima GPX5
que no guarda relacion con el selenio y se expresa en muy baja concentracion. Por Ultimo, se ha identificado la GPX6,

se ha descrito que su expresion se restringe a los embriones y epitelio olfativo de adultos.

Glutation reductasa (GSR): es una enzima que reduce el glutation oxidado mediante la nicotina adenina
dinucleotido fosfato (NADPH). Guarda relacion con la riboflavina, de modo que su actividad puede ser un marcador del
estado nutricional de esta vitamina. Reduce el perdxido y, en general, todos los hidroperoxidos organicos tipo ROOH-.
Esta ultima requiere un donante de hidrégeno para actuar, que es el glutatién reducido (GSH). Un aumento en la
disponibilidad y velocidad de recambio del GSH en las células es un factor importante para la efectividad de los

mecanismos que las protegen contra radicales libres y peréxidos.
Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH): cataliza la regeneracion del NAPD*, necesario para mantener el

GSH reducido, en la via de las pentosas fosfato. La deficiencia en la GGPDH (cuyo gen se localiza en el cromosoma X)

causa anemia hemolitica a causa de la falta de NAPDH.
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Sintesis del glutation y su regulacion: El GSH se sintetiza a partir de sus aminoacidos en el citosol de todas
las células de mamifero (Meister y Tate, 1976). En la sintesis de GSH intervienen dos enzimas. La primera es la y-
glutamil cisteina ligasa (GCLs), que da lugar a la y-glutamil cisteina a partir de L-glutdmico y L-cisteina y en el segundo

paso actua la glutation sintetasa (GSS), la cual agrega glicina al dipéptido y-glutamil cisteina (Meister y Tate, 1976).

y-glutamilcisteina ligasa (GCL): esta regulada fisiolégicamente por los niveles de GSH —por inhibicion
competitiva- mediante un mecanismo de retroalimentacion negativa y por la biodisponibilidad de cisteina. Esta enzima
estd compuesta por 2 subunidades: una subunidad catalitica (GCLC) y una subunidad reguladora o modificadora
(GCLM). Estan codificadas por distintos genes y, cuando se someten a condiciones reductoras, se disocian (Yang et al.,
2001). La subunidad catalitica posee toda la actividad de la enzima, asi como la capacidad de inhibicién por
retroalimentacién por el GSH. La subunidad modificadora es enzimaticamente inactiva pero juega un papel regulador
importante disminuyendo la Km de la GCL para el glutamato y elevando la Km para el GSH (Huang et al., 1993).

Los cambios en la actividad de la GCL pueden ser el resultado de una posible regulacién a multiples niveles,
que afecten a la subunidad catalitica, a la reguladora 0 a ambas (Yang et al., 2001). Se conocen numerosas
condiciones o tratamientos que alteran los niveles del ARNm de GCL, que incluyen estrés oxidativo, los antioxidantes,
conjugados del GSH, la ingesta de etanol, tioacetamida y el crecimiento relacionado con hormonas y regeneracion

hepatica (Huang et al., 1993).

Glutation sintasa (GSS): Es una enzima homodimero que cataliza el segundo paso de la biosintesis del
glutatién en una reaccién ATP dependiente donde se condensa la y glutamilcisteina y la glicina para formar el glutation.
Las mutaciones presentes en el gen que codifica esta enzima produce la deficiencia severa de GSS. Esta enfermedad
se transmite de forma autosémica recesiva, y se pueden observar 2 fenotipos: anemia hemolitica aislada o enfermedad
multisistémica con anemia hemolitica, acidosis metabdlica, 5-oxoprolinuria y disfuncion neurolégica asociada con el

sindrome hemolitico (Ristoff y Larsson, 1998).

1.2.3.2.2. Sistema Tiorredoxina

El sistema tiorredoxina esta constituido por dos tiorredoxinas (TRX) y varias tiorredoxina reductasas (TRXR)
que se encuentran en diferentes localizaciones celulares y subcelulares. Este sistema participa en una amplia gama de
funciones dentro de la célula, incluidas la proteccién contra EO, la sintesis de precursores de ADN, la regulacién de la
proliferacion celular y diferenciacion, el control de la apoptosis, la modulacion del sistema inmunoldgico, el control redox
de la actividad de los factores de transcripcion y la promocion del desarrollo del cancer (Gromer et al., 2004; Amér y
Holmgren, 2006; Nordberg y Arnér, 2001; Arnér y Holmgren.,2000; Rundlof y Arnér, 2004; Nakamura et al., 1997).

Tiorredoxina (TRX): es una pequefia y multifuncional proteina redox que participa en distintos procesos

intracelulares. El sitio activo de la tiorredoxina consiste en dos cisteinas vecinas, como parte de un motivo estructural
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(Cys-Gly-Pro-Cys) altamente conservado que puede ciclar entre una forma activa del ditiol reducida y la forma oxidada
del disulfuro (Poole et al., 2000). En su estado activo, la tiorredoxina actia como un eficiente agente de reduccién
eliminando las EROs y manteniendo otras proteinas en su estado reducido (Armnér y Holmgren, 2000). Cuando la TRX
es oxidada, la tiorredoxina reductasa se encarga de regenerarla usando NADPH como donante del electrones. En
mamiferos existen dos isoformas: TRX1, presente en el citoplasma y nucleo y codificada por el gen TXN y TRX2,

presente en las mitocondrias y codificada por el gen TXN2.

Tiorredoxina reductasa (TRXR): En las células humanas, tres genes codifican tiorredoxina reductasas:
TXNRD1, TXNRD2, y TXNRD3. La enzima TRXR1, codificada por el gen TXNRD1, se encuentra principalmente en el
citosol y se expresa en la mayoria, si no en todas, las células humanas. Su sustrato principal es la TRX1 (Armér y
Holmgren., 2000). EI gen TXNRD2 codifica la proteina mitocondrial TRXR2 que reduce a la TRX2 (Miranda-Vizuete et
al., 1999), aunque esta reductasa también se encuentra en el citosol, pero parece que su nivel de expresion es mas
bajo en comparacién con TRXR1 (Turanov et al., 2006). La TRXR3 es similar a la TRXR1 y TRXR2 pero contiene
adicionalmente un dominio glutarredoxina monotiol en el extremo N-terminal que permite modular su funcién y se piensa
que esta implicada en la maduracion del esperma (Su et al., 2005).

TRXR1 y TRXR2 son selenoproteinas oxidorreductasas homodiméricas que contienen un motivo estructural
Gly-CYS-Selenocisteina-Gly en su extremo C-terminal, donde tiene lugar la reduccién de la TRX (Zhong y Holmgren,
2002). Ademas, se sabe que un incremento en el estrés oxidativo celular modifica la actividad de la TRXR iniciando una
cascada de sefiales en respuesta a los radicales libres en el citoplasma que provoca cambios en el estado de oxidacién

de las cisteinas de la TRX.

1.2.3.2.3. Otras Sustancias Captadoras de Especies Reactivas

La vitamina E (Alfa-tocoferol): bloquea la reaccion en cadena de la peroxidacion lipidica. Esta presente en las
membranas celulares y protege a los lipidos de la oxidacién uniendo las EROs y formando una proteina sin actividad
metabdlica toxica.

Las fuentes alimenticias de vitamina E son pescado azul, vegetales y yema de huevo, entre otros.

La vitamina C (Acido ascérbico): se encuentra dentro y fuera de la célula, eliminando los radicales hidroxilos y
los aniones superdxido y formando acido dehidroascorbico. Este, posteriormente, sera eliminado por el glutation. Actta
como un antioxidante directo sobre O, y OH-. Se obtiene a través de la dieta. Fuentes de ascérbico son frutas y

verduras.
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1.3. Estrés Oxidativo e Hipertension

Cuando se produce un desequilibrio entre sustancias prooxidantes y antioxidantes a favor de las primeras, el
resultado es un dafio oxidativo, que como ya hemos visto anteriormente, puede afectar a diversas moléculas y puede
reflejarse en la alteracion de sus funciones fisiologicas (Becker, 2004; Juranek y Bezek, 2005). El EO se ha descrito en
muchas condiciones patolégicas, incluyendo la HTA, diabetes, hipercolesterolemia, la aterosclerosis y muchas otras
enfermedades cardiovasculares (Rodrigo et al., 2003; Miyajima et al., 2007).

La HTA se caracteriza por la disfuncién endotelial, consecuencia en la proliferacién de las CMLV, el
engrosamiento de la pared del vaso y el incremento de la resistencia periférica vascular junto con el aumento de la
presion sanguinea y alteraciones de la biodisponibilidad del NO (Chen et al., 2001; Hoagland et al., 2003). Como vimos
en el apartado 1.2.1.1, el descenso en la concentracién de NO estaria promoviendo la vasoconstriccidn, ademas de
efectos proinflamatorios y el aumento de EROs. Por tanto, es importante dilucidar el papel de las moléculas productoras
de EROs en la respuesta metabdlica y molecular de las células circulantes en los pacientes hipertensos y su
repercusion a nivel del endotelio vascular.

En diversos estudios, donde se ha evaluado la influencia de los marcadores de EO en la HTA, se ha podido
observar como existe un aumento de la produccion del anién superoxido y del peroxido de hidrégeno en la HTA y cémo
estos niveles disminuyen cuando la PA se reduce tras el tratamiento hasta normalizarse (Kumar y Das, 2002). Otros
autores describieron cémo existia una correlacion positiva significativa entre los valores de peroxido de hidrogeno y los
valores de PAS (Lacy et al., 2000).

Inicialmente, se estudi6 la asociacion de las EROs en la HTA en diversos modelos experimentales. Estos
modelos fueron frecuentemente inducidos por la estimulacion del sistema renina-angiotensina: infusion crénica de Ang
Il, sobreexpresion de genes de renina y angiotensindgeno o coartacion de la arteria renal. La Ang Il se encontr6 que
estaba involucrada en el desarrollo de la hipertension en ratas hipertensas espontaneas (SHR), actuando como
modulador de los niveles de PA y un importante inductor de EO. En estos modelos, tanto la presién arterial como las
EROs y los marcadores de la oxidacién (malondialdehido y sustancias reactivas del acido tiobarbitdrico) estaban
incrementados en vasos, corazén y rifiones (Guo et al.,2003; Chabrashvili et al., 2003; Lassegue y Griendling, 2004).
Ademas estos niveles disminuian tras la administracion de un suplemento de vitamina E, como antioxidante (Ortiz et al.,
2001).

Los modelos de hipertension con altos niveles de renina y angiotensina se obtienen, por ejemplo, mediante la
infusién de endotelina 1, un vasoconstrictor y estimulante del crecimiento del musculo liso, o por nefrectomia unilateral y
administracion de deoxicorticosterona y dieta rica en sal. En estos modelos también se eleva la produccién de Oy
vascular y los marcadores de EO (Zheng et al., 2003). Por tanto, en muchos modelos experimentales la hipertension

esta asociada a una elevada produccién de ERO.
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La abundancia de EROs puede deberse a un aumento de su produccion o a una menor degradacion.
Numerosos estudios han identificado la NAD(P)H oxidasa como la principal fuente de ERO en los vasos humanos,
situada en el endotelio, capa media y adventicia (Griendling et al., 2000). Como hemos visto anteriormente, cuando este
complejo es estimulado por el Ang Il, las subunidades phox citosélicas se fosforilan y todo el complejo citosélico migra a

la membrana donde se activa.

Este complejo ejerce un papel clave en la hipertensién. Las subunidades phox estan reguladas al alza en las
células endoteliales y en las CMLV de pequefios vasos expuestos a Ang Il (Touyz et al., 2002). Li y Shah 2003
estudiaron el papel de la subunidad p47phox en la regulacion de la NAD(P)H oxidasa y observaron que la produccién
de ERO se reduce por la transfeccién de moléculas antisentido de p47phox. Asi, se suprime por la delecion del gen
p47phox y se recupera su expresion. También se ha podido comprobar cdmo la infusiéon de Angll y la sobreexpresion
de renina regulan al alza la subunidad p91phox en vasos y corteza renal (Chabrashvili et al., 2003; Lassegue y
Griendling, 2004).

Ademas, algunos estudios sugieren que el tratamiento con alopurinol, un inhibidor selectivo de XDH, revierte
los efectos de la disfuncion endotelial y reduce los niveles de EO. Ademas, tras encontrarse una correlacion positiva
entre la actividad de la XDH, la concentracién de &cido Urico y los niveles de PA media, se comenzaron estudios tanto
en modelos animales como en humanos sobre el tratamiento con antioxidantes de los sujetos hipertensos con el fin de
contrarrestar los efectos nocivos de las EROs, mejorar la funcion vascular y reducir la presién arterial (Chen et al., 2001;
Hoagland et al., 2003; Duffy et al., 2001; Boshtam et al., 2002). Sin embargo, los datos disponibles no son concluyentes
y la relacion entre la presion arterial y EO en los seres humanos aln no se ha dilucidado. Aunque se sugiere que EO

tiene un papel adicional como modular de la PA.

Por otra parte, existen estudios que demuestran que los sistemas antioxidantes en esta patologia estan
alterados. La infusién de Ang Il disminuye la expresién de ECSOD en rifion (Chabrashvili et al., 2003). Ademas, se ha
podido comprobar cémo la actividad de CuZnSOD es mas baja en vasos y rifidn de animales sometidos a nefrectomia
parcial que en controles (Vaziri et al., 2003). De forma semejante, las actividades de las enzimas CAT y GPX
disminuyen tras la estenosis renal. La CAT aortica también estd regulada a la baja en ratones genéticamente
hipertensos (Uddin et al., 2003). Por tanto, en estos modelos animales la menor actividad de las enzimas antioxidantes
enddgenas se asocia a la elevacion de EROs.

En humanos se ha encontrado la correlacién negativa entre PAS, PAD y la razén GSH/GSSG vy los
antioxidantes, medida como la actividad de la enzima CAT (Simic et al., 2006). Este hallazgo sefiala la importancia del

estado antioxidante en la PA.
Ademas de la importancia de las EROs en la funcién vascular también se conoce que participa en el desarrollo

y mantenimiento de la hipertensién. Asi el Oy puede inducir vasoconstriccién (Gonzalez-Pacheco et al., 2002),

hipertrofia vascular (Wedgwood y Black, 2003), disminucién de la funcién renal e incrementar la actividad simpatica del

22



Introduccién

sistema nervioso central (Zanzinger, 2002). Como consecuencia del aumento de EROs se esperaria una reduccion en
el endotelio dependiente de la vasodilatacién de las CMLV y la HTA (Lasségue y Griendling, 2004). A su vez, las
elevaciones de la presién arterial podrian también contribuir al aumento de EROs, lo cual incrementa aiin mas el nivel
de EROs en la hipertensién mediada a través de un complejo mecanismo de interdependencia. En la figura 1.5 se

resume como las EROs pueden estar conduciendo a la HTA por diferentes vias.

Figura 1.5. Principales vias que conducen a la hipertensién mediante la formacion de EROs.
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Agentes como la sal, vasopresina, endotelina 1 (ET-1), renina, angiotensina Il (Ang Il) o aldosterona, directa o
indirectamente, aumentan el nivel de EROs, como el anién superdxido (Oz’), el peroxido de hidrogeno (H20z2) y los peroxinitritos (
ONOO) en tejidos diana. Estos agentes incrementan la produccion de Oz a través de la NAD(P)H oxidasa, la oxido nitrico sintasa
(NOS) desacoplada, la xantina oxidasa y la mitocondria. Cuando la NOS se desacopla por la disminucion de la biodisponibilidad de
su sustrato, la L-arginina (Arg), o su cofactor, la tetrahidrobiopterina (BH4), se produce la disminucion de la biodisponibilidad de NO
y se generan los nocivos ONOO-. Estas EROs nitran proteinas, concretamente en residuos tirosina e inhiben la superéxido
dismutasa (SOD). La SOD convierte el Oz en H202 que es degradado a agua por la accion de la catalasa o la glutatién peroxidasa
(GPX). El H202 puede incrementar la actividad NOS directamente o mediante el incremento de la sintesis de BH4 y actuar como
factor relajante derivado del endotelio. El Oz y sus metabolitos inducen vasoconstriccion, hipertrofia vascular y cardiaca,
disminucion de la funcién renal e incremento de la actividad simpatica del sistema nervioso central. Todos estos efectos,

antagonizados por el NO, conducen a la hipertensién.
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1.4. Regulacién Genética de Estrés Oxidativo en Hipertension

El mismo EO y las moléculas oxidadas que originan tienen como consecuencia, a nivel celular, una serie de
respuestas mediadas por diferentes factores y moléculas que suponen la activacion o represién de numerosos genes
en distintos tipos celulares y tejidos. En este apartado se resumiran los posibles factores que interviene en la compleja
red que regula la expresion y los niveles de ARNm de los sistemas productores de EO y protectores frente a éste:

X Hormonas, como la angiotensina Il, androgenos, etc. (Touyz et al., 2002).

X Compuestos o metabolitos que son transmisores de sefiales 0 que pueden aumentar/disminuir la produccién

de radicales, moléculas protectoras, etc. Dentro de este grupo se incluyen el NO, homocisteina (Castelli, 1996),

adenosina (Riksen et al., 2003; Huang, 1999), metabolitos de la xantina (Anker et al., 2003), tetrahidrobiopterina

(Kawashima y Yokoyama, 2004), etc.

X Estado proinflamatorio, determinado por los niveles de distintas citoquinas y factores de crecimiento, tiene un
efecto muy importante en la respuesta celular tanto de la pared como de las células mononucleares sanguineas.
Ademas, el nivel de EO puede ocasionar el aumento de la secrecion de citoquinas proinflamatorias. En diferentes
situaciones de alto riesgo cardiovascular existen incrementos en la secrecion de citoquinas por parte de células
mononucleares sanguineas (Wang et al., 2004). Asi, se han asociado los niveles de interleuquina 1, interleuquina 6 y
TNF-a con un mayor riesgo de desarrollo de hipertension y enfermedad cardiovascular (Bautista et al., 2004).
Ademas, niveles altos de citoquinas se sabe que producen un aumento en el nivel de EO (Kofler et al., 2004). Ademas
se ha demostrado la situacion inversa segun la cual existe un aumento en la secrecién de citoquinas cuando se
aumentan los niveles de EO debido posiblemente a la activacion de las diferentes células mononucleares (Haddad,
2003).

X Receptores y rutas de transmision de sefial de cada una de las hormonas o metabolitos anteriores, como el
receptor tipo 1 de Ang Il.

X Factores de transcripcion que pueden activar o reprimir la expresién de genes como respuesta a EO. NF-
kappaB (formado por dos subunidades p50 y p65) parece ser uno de los primeros en mediar la respuesta a EO
(Mercurio y Manning, 1999). Activa la expresion de genes que pueden mediar en la disfuncion endotelial, si bien su
presencia es necesaria para la expresion de otras proteinas importantes para la proteccion frente a EO, como la
MnSOD vy frente a apoptosis. El complejo proteina activadora (AP1) compuesto por las subunidades c-fos y c-jun, junto
con NFKB1, controla la sefializacién del estado redox en linfocitos (Schulze-Osthoff et al., 1995) y, en general, a nivel
de todo el sistema circulatorio y al de otros muchos tejidos. Este complejo se activa principalmente bajo diferentes
condiciones de EQ. Otros factores de transcripcion implicados serian proteinas de unién SP1 que regulan la expresién
de CuZnSOD, EcSOD vy de otras proteinas implicadas en el metabolismo, principalmente lipidico (Minc et al., 1999);
los factores respiratorios nucleares 1y 2, se unen a elementos de respuesta antioxidante, regulando la expresion de

muchos genes implicados en detoxificacion (Myhrstad et al., 2001); la proteina Erg1 que se ha relacionado con un
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control negativo de genes implicados en la eliminacion de EROs (Minc et al., 1999); “CAAT/enhancer binding proteins”
(Choi et al., 1995), etc.

Todo este sistema de regulacién es muy complejo y variaciones en la actividad de uno de los genes o en su
expresion pueden desencadenar una alteracion del equilibrio existente entre la activacion y represion de numerosos
factores y de su actividad, asi como en la expresion de un gran numero de genes que controlan la expresion de los

genes que producen EO o protegen las células frente al EO.

Por ultimo, EO puede ser un modulador pleiotrépico clave. De hecho, los EROs pueden actuar como
segundos mensajeros y alterar las rutas de transduccién de sefial, asi como inducir cambios en factores de
transcripcion que median las respuestas inmediatas al estrés celular. El mecanismo por el cual las EROs inducen estos
cambios todavia no esta esclarecido completamente, aunque parece estar relacionado con su capacidad de alterar la
conformacion o la actividad de estas moléculas, asi como por efectos en proteinas sensibles al estado redox ricas en
cisteina (Adler et al., 1999).

1.5. Enfermedades Complejas - Punto de Partida del Estudio Genético de la

Hipertension y Dafio Renal Asociado

Las enfermedades complejas son aquellas que para su desarrollo es necesaria la interaccion de multiples
genes y factores ambientales. En las enfermedades monogénicas como la fibrosis quistica, la mutacion de un gen
causa la manifestacion de la enfermedad. Sin embargo, en las enfermedades complejas no existe una relacién tan
directa entre genotipo y fenotipo. Por ello, el estudio de la base genética de las enfermedades complejas presenta
dificultades importantes. El primer grado de dificultad esta en el elevado nimero de genes que, en principio, estan
implicados en la manifestacion de dicha enfermedad, y en segundo lugar, en la compleja interrelacién que se establece

entre estos genes y el ambiente.

Existen estrategias en el estudio de la base genética de las enfermedades complejas que permiten establecer
la relacion genotipo-fenotipo: el rastreo genodmico y el estudio de genes candidatos. La primera consiste en evaluar en
un solo ensayo la relacion existente entre la variabilidad del genoma (centenares o miles de polimorfismos) y el fenotipo
estudiado. Esta estrategia no asume ninguna hipétesis previa salvo el hecho de considerar que aquellas variaciones
que presenten una distribucion “andémala” pueden estar relacionadas con el fenotipo estudiado. La segunda estrategia
se fundamenta en la asuncion de un modelo previo basado en los conocimientos existentes sobre la fisiopatologia de la
enfermedad. A partir de dicho modelo se proponen genes “candidatos” entre aquellos que estan directa o

indirectamente relacionados con la patologia. El siguiente paso consistird en el estudio y caracterizacion de dichos
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genes, variantes a nivel de secuencia y arquitectura genémica que nos permitiran determinar su posible implicacion en

la enfermedad estudiada.

Una de las contribuciones mas importantes de la secuenciacion del genoma humano ha sido la caracterizacién
e identificacion de millones de loci polimorficos distribuidos a lo largo de los 3250 millones de nucledtidos que

constituyen nuestro genoma.

Un polimorfismo se define frecuentemente como una variante genética que aparece al menos en el 1% de los
cromosomas de una poblacién. Estas variantes pueden estar localizadas en cualquier regién de un gen o en regiones
intergénicas. Las variantes localizadas en un gen pueden inducir cambios en la proteina o en el patrén de expresion del
gen. Asi, variaciones en la regién 5" no traducida (UTR, del inglés untransated region) pueden alterar los niveles de
expresion, mientras que cambios en la region 3'UTR pueden afectar al transporte, estabilidad y vida media del ARNm.
Cuando las variaciones se localizan en un exén pueden generar una alteracion en la secuencia del codon de forma que
éste siga codificando el mismo aminoéacido, cambio sinénimo, o que el codon pase a codificar un aminoacido diferente,
cambio no sindénimo, o un aminoacido terminador, una parada de la secuencia, o un cambio en la pauta de lectura de la
secuencia. Todas estos polimorfismos, excepto el cambio sindnimo, producirian una secuencia proteica alterada y como

consecuencia, un mayor o menor grado de su funcion biologica.

Los polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs, del inglés single nucleotide polymorphism) SNPs se
encuentran distribuidos en el genoma con una frecuencia media estimada de un SNP por cada 250-300 nucleétidos. Se
calcula que existen 11.5 millones de SNPs distribuidos a lo largo del genoma humano lo que corresponde

aproximadamente a un 0.35% del total de nucledtidos.

Aproximacion estadistica al estudio de los caracteres complejos. La aplicacion del analisis de los polimorfismos
al estudio y caracterizacion de los caracteres complejos se fundamenta en los llamados estudios de asociacién. Dichos
estudios se basan en la comparacién de dos muestras de una poblacién que solo difieren en la caracteristica estudiada.
El objetivo consiste en detectar aquellas diferencias entre las muestras que se “asocien” con la manifestacion o no de
dicha caracteristica.

En dicha estrategia metodolégica se parte de un modelo genético que considera que los individuos que
manifiestan un determinado caracter son portadores de variantes de genes que estan relacionados con la manifestacion
fenotipica observada. Segun esta hipétesis la frecuencia de las variantes relacionadas con el caracter sera mayor en un
grupo de individuos que lo manifiestan. Siguiendo esta premisa si un alelo de un polimorfismo es mas frecuente en el
grupo de individuos que manifiesta el caracter que en el grupo que no lo manifiesta, podemos considerar que dicho
alelo esta asociado al caracter y que puede ser responsable, directa o indirectamente de su manifestacion. Los

resultados obtenidos deben ser analizados de forma critica y ser cautos en su interpretacién, ya que hay que tener la
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certeza de que no son fruto del azar o consecuencia de una mala seleccion de los individuos incorporados en el
estudio.

Cuando en el desarrollo de un estudio de asociacion se identifica un polimorfismo asociado a un determinado
fenotipo se pueden considerar dos hipétesis: 1) el cambio en la secuencia genética que implica dicho polimorfismo
afecta de algin modo la funcion de un gen relacionado con el caracter, o bien, 2) el polimorfismo asociado se transmite
juntamente con otro, desconocido en nuestro estudio, que es realmente el responsable de la asociacién observada.
Tenemos, por tanto, dos posibilidades; o bien nuestro polimorfismo es causativo, o bien actia como marcador de otro
polimorfismo responsable de la manifestacién que estamos observando.

Si el estudio se ha planteado correctamente y se han obtenido los resultados de asociacion el siguiente paso
consistira en extrapolar el estudio realizado a otras poblaciones. Asimismo, los resultados de asociacién se deben
fundamentar con estudios funcionales que relacionen el polimorfismo con alguna funcién biologica que esté implicada

en el caracter estudiado.

Concretando en el caso de EO en la HTA, el aumento de la produccion de EROs en la pared vascular ha ido
ganando amplia aceptaciéon como un importante contribuyente a la enfermedad cardiovascular, con base en estudios de
cultivos celulares, modelos animales de arteriosclerosis y estudios en humanos. Por lo tanto, es intuitivamente atractiva
la idea de determinar si los polimorfismos genéticos presentes en genes implicados en la modulacién del estrés
oxidativo pueden estar u ocasionando la elevacién de la PA o el dafio renal. Sin embargo, todavia existen algunos
resultados inconsistentes en la determinacién del papel de los polimorfismos en los genes relacionados con el estrés
oxidativo tanto en hipertension como en aterosclerosis. Esta falta de claridad emana de varios factores: 1. Falta de
uniformidad y rigor en la definicién del criterio de valoracion clinica, 2. Pequefio tamafio de la muestra que se opone a la
potencia estadistica, 3. Procedimientos heterogéneos de muestreo que incluyen el origen étnico, 4. Ausencia de
evidencia fisioldgica que apoye el papel funcional del polimorfismo y 5. Sesgo de publicacion de resultados positivos en
estudios de polimorfismo. Aparte, una de las principales dificultades de estos estudios genéticos parte de la etiologia
multifactorial de la enfermedad, en la que la contribucién de un factor genético puede ser modesta, pero altamente

significativo en presencia de otros factores de susceptibilidad genética y en condiciones ambientales alteradas.

27



28



Hipotesis

Hipotesis y Objetivos
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2. Hipotesis

La hipertension presenta un nivel de estrés oxidativo (EO) elevado crénico. Este EO origina una serie de
respuestas celulares y sistémicas, mediada por numerosas proteinas en el sistema circulatorio, que pueden
desencadenar o ayudar en el desarrollo de la hipertensién (HTA) y dafio organico asociado. La respuesta a EO
podria ser distinta en funcién de las diferentes variantes génicas presentes en los genes de estas proteinas, por lo
que es interesante estudiar los polimorfismos de los sistemas implicados tanto proteccion como produccién de EO y

su asociacién con HTA y dafio organico asociado, la microalbuminuria.
Las hipétesis de trabajo fueron tres:

1. El EO presente en el sistema circulatorio afecta a las células del mismo, especialmente a las células
circulantes. La desregulacion en el equilibrio redox celular debera ser mayor en pacientes con hipertensién
y microalbuminuria. Los pardmetros utilizados para medir el estrés oxidativo podrian servir como

marcadores de riesgo cardiovascular en el individuo.

2. Los niveles de EO y la HTA pueden modular los niveles de ARN de los genes involucrados en EO.
Ademas, los niveles de ARN mensajero de los sistemas prooxidantes y antioxidantes también vienen
determinados por la relacion entre las condiciones del individuo y sus caracteristicas genéticas. Los
sistemas productores de EO (Xantina oxidorreductasa y NAD(P)H oxidasa, entre otros) y los sistemas
antioxidantes naturales (catalasa, diferentes superoxido dismutasas, enzimas que influyen en los niveles de

glutation y tiorredoxina) deben estar modificados en la HTA.

3. EIEO es un importante mecanismo en la regulacion de la presion arterial y el riesgo de HTA. Por tanto, la
presencia de determinadas variantes génicas podria estar modificando este riesgo de hipertensién vy el
desarrollo de microalbuminuria. Estos polimorfismos podrian no ser realmente los que tienen un efecto,
sino que podrian estar en desequilibrio de ligamiento con otras alteraciones de estos genes que fueran las

que estarian afectando a la expresion y/o actividad.
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3. Objetivos

Los objetivos de este proyecto se basan en el estudio de la hipertension arterial esencial y estrés
oxidativo a nivel bioquimico y genético, mediante el analisis de los productos finales de estrés oxidativo, niveles
de ARN mensajero y polimorfismos de genes implicados en la produccion y defensa de EO y que puedan

afectar a los niveles de presion arterial y dafio organico.
Para alcanzar dichos objetivos, se plantearon objetivos parciales:

1. Estudiar el nivel de estrés oxidativo presente en células mononucleares y plasma de pacientes hipertensos
con y sin tratamientos y en controles normotensos, analizando parametros como los valores de glutation reducido,

glutatiéon oxidado, malondialdehido y 8-hidroxi 2-desoxiguanosina.

2. Cuantificaciéon de los niveles de ARN mensajero de los principales genes que codifican proteinas que
producen o eliminan agentes oxidantes, por PCR cuantitativo a tiempo real en linfocitos.

a. Los distintos componentes del complejo enzimatico NAD(P)H Oxidasa.

b. Catalasa, superoxido dismutasas y enzimas que influyen en los niveles del glutation y la

tiorredoxina.

3. Estudio de polimorfismos, principalmente de cambio de un solo nucledtido o SNPs, en los genes de los
sistemas implicados en estrés oxidativo, centrandonos en los genes cuyas proteinas producen o eliminan moléculas

oxidantes, tanto en una poblacion de hipertensos, controles y una poblacion general.

4, Estudio de las posibles relaciones e interacciones entre:

a. Niveles de parametros implicados en estrés oxidativo y datos clinico-bioquimicos.

b. Niveles de ARN mensajero de los principales genes implicados en el desarrollo de estrés
oxidativo y datos clinico-bioquimicos.

c. Variantes génicas, haplotipos e interaccién gen-gen con los datos clinicos, bioquimicos,
niveles de parametros de estrés oxidativo y riesgos de desarrollar microalbuminuria en sujetos
hipertensos.

d. Variantes génicas, haplotipos e interaccion gen-gen con los datos clinicos, bioquimicos y el

riesgo de hipertension arterial esencial y microalbuminuria en una poblacién general.
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4. Metodologia

41 Diseno de la Tesis

Este proyecto de tesis doctoral comenzd con el estudio realizado sobre una poblaciéon de sujetos
hipertensos de la Comunidad Valenciana. Se desarroll6 como un estudio de cohorte transversal al tiempo de la
entrada en el estudio, y longitudinal al plazo de tres meses para variables, como niveles de marcadores de estrés

oxidativo (EO), ARNm y microalbuminuria.

Por otra parte, el trabajo se amplié a una poblacion general. El trabajo consistié en un estudio transversal

observacional polifasico sobre poblacion general de 14 a 85 afios, residente en el area sanitaria oeste de Valladolid.

Todos los participantes dieron su consentimiento informado para participar en el presente trabajo y cada

protocolo fue aprobado por el correspondiente comité ético de cada centro donde se reclutaron a los sujetos.

411 Poblacion Control

La seleccion del grupo control se realizé a partir de voluntarios aparentemente sanos, residentes en

Valencia. Los criterios de seleccion fueron los siguientes:

1- Edad comprendida entre 25y 50 afios.

2- Historia clinica negativa de enfermedad crénica y/o patologia aguda conocida en el momento de su
inclusién en el estudio.

3- Exploracién fisica normal.

4- Glucemia basal < 110 mg/dL.

5- Ausencia de tratamiento farmacologico durante los tres meses previos al estudio.

Con los mencionados criterios se incluyeron un total de 32 individuos (17 hombres y 15 mujeres) en el

grupo control.
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41.2 Poblacion Hipertensa

El grupo de sujetos hipertensos se selecciond mediante muestreo no probabilistico consecutivo entre

pacientes afectos de hipertension, atendidos en las Unidades de Hipertension del Hospital de Sagunto y del Hospital

Clinico de Valencia. Todo este trabajo fue realizado bajo la direccion del doctor Josep Reddn.

Todos los pacientes incluidos cumplian los siguientes criterios de seleccion:

1- Diagnostico HTA esencial (HTAe) de acuerdo con los criterios del VII Joint National Committee; (JNCVII,
2003). PAS 2140 mm de Hg y/o PAD =90 mm de Hg.

2- Edad comprendida entre 25 y 50 afios.

3- Repercusiones organicas grados I-Il de la OMS.

4- Ausencia de tratamiento antihipertensivo, previa inclusién en el estudio.

5- Ausencia de enfermedad cardiaca, renal o infeccion urinaria, en el momento de su inclusién en el
estudio.

6- Tasa de filtracidén glomerular mayor de 60 ml/min/1.73 m2,

Los criterios de exclusion en este trabajo fueron:

1- Diagnostico Diabetes mellitus de acuerdo con los criterios del National Diabetes Data Group.
2- Glucosa sérica en ayunas >110 mg/dl.

3- Niveles de colesterol total >240 mg/dl

4- Consumo de tabaco mayor de 10 cigarrillos por dia.

5- Presencia de Hipertension secundaria en el momento de su inclusién en el estudio.

En total, se incluyeron 69 individuos (35 hombres y 34 mujeres) en el grupo HTAe para el estudio de niveles

de parametros de EO y ARNm de genes de EO. Por otra parte, en los estudios de asociacion de polimorfismos se

aumento a 335 individuos (174 hombres y 161 mujeres) gracias a la colaboracion con el doctor José Maria Pascual

del Hospital de Sagunto de Valencia.
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41.3 Poblacion General de Valladolid / Estudio Hortega

En la poblacion general de estudio se incluyé a participantes de edades comprendidas entre los 14 a 85
afios. La seleccion de los individuos se llevd a cabo sobre las fuentes de bases de datos publicas de los diferentes
registros locales en la zona seleccionada, un total de 214.445 habitantes en el centro de Espafia, Valladolid
(National Statistics Institute, 2005). Las personas seleccionadas al azar fueron invitadas a participar en el estudio via
telefénica. Si el contacto no se establecia o el individuo se negaba a participar, el investigador podia invitar a un
reemplazo individual de una lista de reserva al azar. El treinta y dos por ciento de los sujetos en contacto

inicialmente fueron sustituidos.

Los criterios de exclusion fueron la presencia enfermedades o trastornos graves concomitante que pudieran
influir en la recopilacion de informacién fiable, y cualquier condicidn social 0 mental que podria complicar o impedir

la participacion del sujeto en el estudio.

La inclusion de esta poblacion en el presente proyecto de tesis doctoral sirvio para observar los efectos de

los polimorfismos genéticos de los genes implicados en EO a nivel poblacional.

Este estudio se llevé a cabo gracias a la concesion del proyecto “Estudio Hortega” financiado por fondos
publicos (Consejeria de Sanidad y Bienestar Social de la Junta de Castilla y Ledn, Facultad de Medicina de la

Universidad de Valladolid y Hospital Universitario del Rio Hortega).

El reclutamiento de esta poblacion se llevd a cabo en el Servicio de Medicina Interna del Hospital
Universitario del Rio Hortega en Valladolid. El trabajo fue dirigido por el doctor Juan Carlos Martin Escudero y en él

participaron un importante nimero de facultativos (Mena-Martin et al., 2003; Martinez-Escudero et al., 2003).

En total, se incluyeron 1502 individuos (754 hombres y 748 mujeres) de poblacién general de Valladolid
para los estudios de asociacion. Por otra parte, a partir de esta poblacion se extrajo una poblacién de hipertensos
con las mismas caracteristicas que el grupo de sujetos hipertensos de Valencia para replicar los resultados de

asociacién de polimorfismos obtenidos en dicha poblacion (165 hombres y 145 mujeres).
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4.2  Evaluacion Clinica y Medidas Bioquimicas

Los sujetos reclutados fueron sometidos a una valoracién clinica y pruebas clinico-bioquimicas para evaluar

su estado fisico y de salud. A continuacion se detallan las pruebas:

Se realizaron entrevistas personales protocolizadas que permitieron elaborar las historias clinicas para
cada sujeto. Durante la entrevista, se tallo y pesd a los entrevistados con una bascula calibrada diariamente,
siguiendo las recomendaciones de la Sociedad Espafiola para el Estudio de la Obesidad (SEEDO, 1996). A partir de

la medida de peso y talla se calculé el indice de masa corporal (IMC = kg/m2).

Las medidas de presion arterial (PA) se determinaron con un esfigmomandémetro de mercurio, siguiendo las
recomendaciones de la British Hypertension Society (Presion Arterial Sistdlica (PAS) la fase | de Korotkof y Presiéon
Arterial Diastélica (PAD) la fase V de Korotkof, posicion sentado, manguito de tamafio adecuado al perimetro del
brazo a la altura del corazdn, tras 5 minutos de reposo y con tres medidas de PA). La presion arterial media (PAM)
fue calculada como la PAD + 1/3 (PAS-PAD). Por otra parte, la medida de la PA de 24 horas se realizd mediante un
monitor automatico oscilométrico (Spacelabs 90202 o 90207) a lo largo de 24 horas en un dia de actividad regular.
Las medidas se realizaron cada 20 minutos, desde las 06 a las 24 horas, y cada 30 minutos el resto. Para cada
paciente se calcularon la media de la presion arterial sistdlica, diastélica, media y de la frecuencia cardiaca para las
24 horas, periodo de actividad (08 a 22 horas) y periodo de descanso nocturno (medianoche a 06 horas), siguiendo

la metodologia utilizada por nuestro grupo en diversos estudios publicados.

Ademas a cada sujeto se le realiz6 un exhaustivo examen médico para descartar hipertensidn secundaria o
alteracion de la funcién renal estimada mediante los niveles plasmaticos de urea, creatinina y por el aclaramiento de

creatinina enddgena, expresado en ml/min. referidos a 1.73 m2 de superficie corporal.

Se obtuvieron muestras de sangre periférica, tras al menos 8 horas de ayuno, para realizar la
determinacién de los valores plasmaticos de glucemia, perfil lipidico, determinaciones de EO y analisis genéticos.
Ademas, al grupo de hipertensos y controles de la Comunidad Valenciana se les instruy6 para recoger una orina de
24 horas. Las muestras se procesaron en el laboratorio del centro hospitalario correspondiente, sometido a estrictos

controles de calidad.

La determinacion de la excrecion urinaria de proteinas se realiz por métodos estandares en orina de 24
horas. Mientras que la excrecion urinaria de albimina (EUA) se determind por inmunonefelometria en orina de 24
horas siguiendo el protocolo publicado por nuestro grupo. La orina a su llegada al laboratorio se centrifugd a 3500
r.p.m. durante 15 minutos y el tiempo maximo de almacenamiento de la orina hasta su procesamiento fue de 3 dias,

manteniéndose mientras a 4°C. En cada una de las alicuotas de orina obtenidas la presencia de proteinuria clinica
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fue excluida mediante el uso de tiras reactivas (Combur-test, Boheringer Manheim). Si ésta resultaba negativa se
procedia a cuantificar la concentracion de albimina mediante inmunonefelometria, en un nefelémetro laser con
antisuero anti-albumina humana (Instituto Behring). El limite inferior de deteccion fue de 1.8 pg/ml, el coeficiente de
variacion intraensayo 2% e interensayo 7%, en nuestro laboratorio. La excrecion urinaria de albumina se midié en

dos muestras separadas de orina en 24h recogidas en un intervalo menor de 7 dias.

Como medida final se tomé la media de las dos determinaciones, siempre y cuando la inferior no fuera
menor que el 25% de la superior, en cuyo caso se tomo una tercera muestra. Se definié la microalbuminuria como la
EUA entre 30 y 300 mg/24h.

Se determin6 creatinina en sangre y orina en mg/dl, mediante un autoanalizador Hitachi 917 (Boehringer),
que utiliza un test cinético modificado de Jaffé. El equipo médico se asegurd de que ningln individuo presentaba
factores que pudieran incrementar o disminuir los niveles de creatinina como cetoacidosis, tratamiento con

Trimetoprim, Cimetidina, Flucitosina o Cefalosporinas; también se descartd la presencia de malnutricion.

Tras realizar el estudio basal, los pacientes recibieron tratamiento farmacoldgico o no farmacoldgico, en
funcion de los niveles de PA ylo presencia de repercusiones organicas distintas de la presencia 0 no de
microalbuminuria. A los pacientes con tratamiento farmacolégico se les asignd mediante aleatorizacion tratamiento
con beta-bloqueantes o inhibidores de la Enzima Convertidora de Angiotensinogeno (ECA), que se mantuvo a lo
largo del seguimiento salvo que se detectara la presencia de efectos secundarios. Con el fin de obtener una
reduccion adecuada de los valores de PA < 140/90 mmHg, se afiadié hidroclorotiazida 12.5 mg/dia cuando fue

necesario.
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4.3 Determinacion de Parametros de Estrés Oxidativo

Las determinaciones de los parametros de EO se llevaron a cabo en células mononucleares y plasma de
pacientes y de controles que reunian los criterios de inclusion apropiados. La eleccion de este tipo celular se debe a
que son células que pueden contribuir a la liberacion de especies reactivas del oxigeno en la pared vascular y a su

sencilla recogida.

El estudio bioquimico de estos marcadores se ha realizado en la Unidad de de Toxicologia Metabdlica
dirigido por el profesor Dr. Guillermo Saez Tormo, en el departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de la

Facultad de Medicina de Universitat de Valencia, gracias a la colaboracidn entre ambos grupos.

4.3.1 Determinacion de Glutation Reducido, Glutatiéon Oxidado y Malondialdehido

Previo a la determinacion de los parametros de EO hubo que aislar las células mononucleares de sangre
periférica (CMSP). Para ello, se empleo la técnica de separacion mediante gradiente de densidad. Brevemente, se
mezclaron de 5 mL de sangre con un volumen similar de solucién salina (PBS, Sigma, UK). Esta mezcla fue vertida
cuidadosamente sobre un volumen de Ficoll Hypaque-1077 (Hystopaque, Sigma, UK),para evitar que se mezclen
las fases. Los tubos fueron centrifugados a 2000 g durante 30 minutos en una centrifuga (5804R, Eppendorf,
Hamburg). Posteriormente, se colecté la interfase formada de CMSP y se lavo en tres ocasiones con solucién

salina, centrifugando a 1600 g durante 5 min.

Los niveles de GSSG y MDA fueron medidos utilizando cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) en

CMSP. La concentracion de proteina fue cuantificada por el método Lowry.

El contenido de glutation reducido (GSH) de las células fue determinado por el método descrito por
Brigelius (Brigelius et al., 1983). Se basa en la cuantificacion espectrofotométrica de la conjugacién del GSH con el
cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB). Esta reaccion esta catalizada por la glutatiéon-S-transferasa (GST). El aducto
formado, 2,4-dinitrofenil-S-glutation, presenta un maximo de absorcion a 340 nm. Se mide a punto final, cuando la
absorbancia se estabiliza.

GST

GSH + CDNB —>GS-DNB + 72 Cl;

Para el andlisis del glutation oxidado (GSSG) se utilizé el método de HPLC, descrito por Asensi y cols.
(Asensi et al., 1994a; Asensi et al. 1994b). El fundamento de esta técnica se basé en la proteccion de los tioles

libres. Para ello, las muestras fueron tratadas con N-etilmaleimida (NEM) y disulfonato de batofenantrolina. EI NEM
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se une rapidamente en medio &cido al grupo tidlico del GSH para evitar la autooxidacion de éste, evitando asi
obtener valores erréneamente elevados de GSSG debidos a la autooxidacién del GSH durante la preparacion de la

muestra. Posteriormente éstos son separados mediante HPLC en fase reversa e intercambio idnico.

Para la determinaciéon de la concentracion de malondialdehido (MDA) se utilizé el método de HPLC,
descrito por Wong y cols. (Wong et al., 1987). Este método se basa en la hidrélisis acida de los lipoperdxidos
presentes en el plasma o mitocondrias, con acido ortofosférico diluido, a una temperatura de 100°C. La reaccion del
MDA, producto mayoritario de la hidrélisis acida de los lipoperéxidos, con el &cido tiobarbitrico (TBA) permitio la
cuantificacién de los aductos TBA-MDA2, a 532 nm .

4.3.2 Determinacion de 8-Hidroxi 2-Desoxiguanosina

El ADN gendmico se aisl6 siguiendo el método Gupta, con las modificaciones descritas por Muiiiz et al.
(Muniz et al., 1995), donde la mezcla de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) sustituye al fenol en la etapa de

eliminacion de proteinas.

El ADN aislado se lavé 2 veces con etanol frio al 70%, se sec6 y resuspendié en 200 L de Tris 10 mM
(T1378, Sigma-Aldrich, Steinheim), 0.1 mM EDTA (ED2SS, Sigma-Aldrich, Steinheim) 100 mM NaCl (pH 7.0)
(S7653, Sigma-Aldrich, Steinheim) para su digestion enzimatica. La primera digestion consistio en afiadirle a 200 g
totales de ADN, 100 U de DNasa | en 40 L Tris 10 mM y 10 uL de MgCI2 0.5 M y se incubé una hora a 37°C. En el
siguiente paso, el pH de la mezcla de reaccion se baj6 a 5.1 mediante la adicién de 15 L de acetato sodico 0.5 M
pH 5.1. Posteriormente, se afiadié 10 uL de nucleasa P1 (5 U) y 30 uL de ZnSO4 10 mM, y la mezcla fue incubada
durante una hora a 37°C. Después de neutralizar el pH de la mezcla de reaccién con 100 pL de Tris 0.4 M pH 7.8,
se afiadieron 20 uL de fosfatasa alcalina (3 U) y se incubd durante 30 minutos a 37°C. Los enzimas se precipitaron

con acetona (5 volimenes), se desecharon mediante centrifugacion y el sobrenadante se secé por evaporacion.

El ensayo de la 8-oxo-desoxiguanosina (8-oxo-dG) se determind mediante HPLC. EI ADN hidrolizado se
disolvié en agua grado HPLC vy filtrada con una jeringa de 0.2-40 um antes de aplicar a la columna Waters ODS
HPLC (2.5x0.46 ID; 5 um de tamafio de particula). La cantidad de 8-oxo-dG y la desoxiguanosina (dG) en el ADN
digerido fue medida por deteccion de absorbancia UV y electroquimica. También se analizé los patrones de dG y 8-

oxo0-dG para comprobar la correcta separacion y poder identificar aquellas bases derivadas del ADN celular.
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4.4 Estudio de Niveles de ARNm mediante RT-PCR en Tiempo Real

El estudio genético de las distintas enzimas analizadas se ha realizado en la Unidad de Genotipado y
Diagndstico Genético de la Fundacién para la Investigacion del Hospital Clinico Universitario de Valencia dirigido por

el Dr. F. Javier Chaves, ubicado en la Unidad Central de Investigacion de la Facultad de Medicina de Valencia.
4.4.1 Aislamiento de Células Mononucleares y Extraccion de ARNm

Tras el aislamiento de las células mononucleares como se ha explicado en el apartado 4.3.1, se realiz6 la
extraccion del ARN. Este proceso se realizé de acuerdo al método TRIzol (Tripure Isolation Reagent, Roche Applied
Science). Se utilizaron 0.5 mL de CMSP, afiadiéndoles 1 mL de Tripure, seguido de una cuidadosa homogenizacién
en un vortex, incubandose durante 5 min. a temperatura ambiente. Posteriormente, se agregaron 200 uL de
cloroformo, agitdindose suavemente por inversion; seguidamente se centrifugd a 12000 g durante 15 min. a 4°C para
extraer el ARN en la fase acuosa. El ARN se precipitd con 500 L de isopropanol a 70°C. Tras invertir varias veces,

se incubo entre 5y 10 min. a temperatura ambiente.

Pasado ese periodo, se centrifugd 12000 g, durante 10 minutos en frio (0-4°C). Se lavé el pellet con 500 pl
de etanol al 70% frio (-20°C), y se volvi6 a centrifugar a 12000 g, durante 15 minutos en frio (0-4°C). Se repitieron
los lavados con etanol 1 6 2 veces, y se dejo secar el pellet perfectamente. Finalmente, se resuspendié en 50 pl de

agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC), congelandolo hasta su uso a -80°C.
Todo el proceso se realiz con material libre de ARNsas.

4.4.2 Andlisis Cualitativo del ARNm

En primera instancia se evalud la calidad del ARN aislado midiendo su absorbancia a 280 y 260 nm,
descartando las muestras cuyo cociente de A260/A280 no estuviera comprendido entre 1.8 y 1.6. Para conocer
exactamente el estado del ARN aislado se analizé 1 ul de cada muestra utilizando el sistema comercial “Agilent ARN

6000 Nano assay Kit”, siguiendo las instrucciones del fabricante.

El sistema se basa en una electroforesis en chip utilizando el analizador Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies). La electroforesis tiene lugar en geles contenidos en pequefios canales grabados sobre un soporte
solido (chip). La presencia de ARN se determina mediante la excitacion por laser de un fluoréforo que se une

especificamente a este tipo de moléculas.
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El tratamiento de los datos se realiza con un software, mostrando una imagen virtual de un gel de
electroforesis y como perfil de picos (electroferograma) para las diferentes bandas de los ARNs. Al mismo tiempo se

cuantifica cada una de las bandas mostrando su tamafio, su concentracion en ng/pl y su molaridad.

4.4.3 Cuantificacion de los Niveles de ARNm por RT-PCR Cuantitativo en Tiempo Real

4.4.3.1 Transcripcion Reversa.

La transcripcion reversa se llevd a cabo con el kit Ready-To-Go™ You-Prime First- Strand Beads (GE
Healthcare, UK) siguiendo las instrucciones del fabricante, y en el termociclador Mastercycler 5333 (Eppendorf,

Hamburg).

Para la reaccién se utilizd 2 ug de ARN diluido hasta un volumen de 33 pl con H20. A cada muestra se le
afiaden 2 i de cebadores (100 ng/ul) (Random Hexamer Primer, Invitrogen/Life Technologies, Carlsbad). Todo el

proceso se realiza en frio.

La mezcla se incubd 10 minutos a 75°C y se traspasaron 33 ul al tubo del Kit que contenian la
Transcriptasa reversa Murina (FPLCpureTM), el tampén de reaccion, dATP, dCTP, dGTP, dTTP, BSA (libre de
ARNsa y DNasa) y ARNguardTM, y se incub6 10 minutos a 25°C y 90 minutos a 37°C. Por ultimo, cuando acabd la
reaccion, las muestras se guardaron a -20°C si se iban utilizar en breve 0 a -80°C si se tardaba mas de un mes en

utilizarlo.

4.4.3.2 Preparacion de Estandares.

Para determinar los niveles de ARNm en las muestras se incluyé una curva de calibracién en cada una de
las reacciones. Asi, se obtuvo un valor absoluto de los niveles del mensajero para cada muestra, aunque estos
valores fueron referidos posteriormente a los de un gen control interno “housekeeping”, como veremos mas
adelante. La curva de calibracion de cada uno de los genes analizados se construy6 a partir de una mezcla de
cDNA de las muestras problemas, para equiparar el grado de pureza y degradacidn entre los estandares de la curva
patrén y las muestras. Para cada gen, se prepard una curva de estandares, mediante la amplificacion de esta
mezcla de ADNc, y se incluia en cada reaccién de PCR cuantitativo junto con las muestras problemas, para
homogeneizar los resultados ya que la reaccion se producia en las mismas condiciones tanto para estandares como

muestras.

La amplificacion de los fragmentos de los estandares se realizd por PCR clasica aplicando la técnica

hotstart (Chou et al., 1992). Esta técnica de hotstart se introdujo con el fin de evitar reacciones inespecificas (sobre
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todo la generacion de dimeros de los cebadores), debidas a la hibridacion inespecifica de los cebadores a bajas
temperaturas (de 4 a 25°C) antes del comienzo de la amplificacién. La reaccién de PCR no comienza hasta calentar
la polimerasa a 94°C durante 10 min. para que se active. El disefio de cada pareja de cebadores, empleados en la
reaccion de PCR por gen, se realiz6 con el programa Primer 3 (Rozen y Skaletsky, 2000) (Tabla 4.1).

Tabla 4.1. Cebadores empleados para la obtencion de los estandares de cada gen de estudio.

Gen Nombre comun NCBI ID Secuencia Tamaiio (pbs)
B2M Beta-2-microglobulin precursor NM_004048 Fw-CCCCAAATTCTAAGCAGAGTATGTAA 89
Rv-TCTTCAATCTCTTGCACTCAAAGC
GAPDH  Glyceraldehyde-3- NM_002046 Fw-GAAGGTGAAGGTCGGAGTCAAC 229
phosphate dehydrogenase Rv-CTGGAAGATGGTGATGGGATTTC
CYBA  p22-phox NM_000101 Fw- TACTTTGGTGCCTACTCCATTGTG 269
Rv- ACAGCCGCCAGTAGGTAGATG
CYBB  gp91phox NM_000397 Fw- TGAACGTCTTCCTCTTTGTCTGG 300
Rv-ATAGATGTGCAATGGTGTGAATCG
NCF1 Neutrophil cytosol factor 1 NM_000265 Fw- CGAGATCTACGAGTTCCATAAAACC 296
(p47-phox) Rv- CTTTGGGCATCAAGTATGTCTCTG
NCF2 Neutrophil cytosol factor 2 NM_000433 Fw- CGAGGGATGCTCTACTACCAGAC 295
(p67-phox) Rv- CTGGCTCATATAGCTTCTGCTTCC
NCF4  neutrophil cytosol factor 4 NM_013416 FW-ACACTCCCAGCCAAAGTCTACG 300
(P40-PHOX) RV- CAGTTTGCTGTTTCCAGTGAAGTC
RAC1 Ras-related C3 botulinum NM_006908 Fw- TTCTGCCAATGTTATGGTAGATGG 400
toxin substrate 1 Rv- GATCGCTTCGTCAAACACTGTC
RAC2  Ras-related C3 botulinum NM_002872 Fw-ATCCCCACCGTGTTTGACAACTAT 299
toxin substrate 2 Rv- TTCTCCTTCAGTTTCTCGATGGTG
SOD1 Superoxide dismutase [Cu-Zn] NM_000454 Fw-AAGACAGGAAACGCTGGAAGTC 290
Rv-TGGCAAAATACAGGTCATTGAAAC
SOD2  Superoxide dismutase [Mn], ~ NM_001024465 Fw-GTGGAGAACCCAAAGGGGAGTT 304
mitochondrial Rv- TCCCAGTTGATTACATTCCAAATAGC
CAT Catalase NM_001752 Fw- TATACCTGTGAACTGTCCCTACCG 335
Rv-GAAGTTCTTGACCGCTTTCTTCTG
0OGG1  8-oxoguanine DNA glycosylase NM_016819 Fw- CTTTTGGACCTCGGCTCATC 291
Rv- GCTTGTCTAGGGCCATCAGG
GCLC  Glutamate-cysteine ligase NM_001498 Fw-GCGATGAGGTGGAATACATGTTG 315
catalytic subunit Rv- GACAGCCTAATCTGGGAAATGAAG
GCLM  Glutamate-cysteine ligase NM_002061 Fw-AATCCTGATGAAAGAGAAGAAATGAAAG 300
Regulatory subunit Rv- TACCTGTGCCCACTGATACAGC
GSR Glutathione reductase NM_000637 Fw- CAGCGTCATTGTTGGTGCAG 285
Rv- CAGTCAACATCTGGAATCATGGTC
GSS Glutathione synthetase NM_000178 Fw- GTCTCTTTGACATCCACAAGCAAG 294
Rv- CGTAGAGCTCCCAGGCTTTG
G6PD  Glucose-6-phosphate 1 NM_001042351 Fw- CCGGAAACGGTCGTACACTTC 278
-dehydrogenase Rv-ATAGCCCACGATGAAGGTGTTTTC
GPX1 Cellular glutathione peroxidase NM_201397 Fw- CTACACCCAGATGAACGAGCTG 300
Rv- ACCGGAGACCAGGTGATGAG
GPX2  Glutathione peroxidase AK225871 Fw- GTGCTGATTGAGAATGTGGCTTC 294
-gastrointestinal Rv- ATCATAAGGGTAGGGGAGCTTGTC
GPX4  glutathione peroxidase NM_001039847 Fw-GAGGCAAGACCGAAGTAAACTACAC 379
, mitochondrial Rv- AGCTAGAAATAGTGGGGCAGGTC
GPX6  Glutathione peroxidase 6 NM_182701 Fw- GAACTGAATGCACTACAGGAGGAG 355
Rv- ACCAATGCATGACAGGGACTC
TXN Thioredoxin NM_003329 Fw- TCTGGAGCCAATAAGGAAAAGC 300
Rv- AAAATAATCAGTGGCCTACAAGGTTAC
TXN2 Thioredoxin, mitochondrial NM_012473 Fw-CACTTCCAGAGCCCTGCAGAC 293
Rv- CGAGGTCTGTGTGGTCATCAATATC
TXNRD1 Thioredoxin reductase 1, NM_003330 Fw-CCCTGCAAGACTCTCGAAATTATG 295
cytoplasmic Rv- CAGTATTCTTTGTCACCAGGGATG
TXNRD2 Thioredoxin reductase 2, NM_006440 Fw-TATGGCTGTGTGGGGCTGTC 294
mitochondrial Rv- CTCAGAGCATGTGGGATGGATAC
TXNRD3 Thioredoxin reductase 3 XM_001130163 Fw-TGGTGGCACTTGTGTAAATGTAGG 346

Rv- GATTCCTAAATACCGTGGCCTTTC

Fw (cebador en direccion 5°) y Rv (cebador en direccién 3°).
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La reaccion de PCR contenia 2 ul de ¢cDNA (diluido 1:10, en Tris-HCI, 20 mM, pH 8.0), 5 ul de tampén de
reaccion 10X, 2.5 ul de Q (coadyuvante) (Qiagen, Hilden), 1 pl de mix de dinucleétidos trifostatos (ANTP) (200 uM)
(Sigma-Aldrich, Steinheim), 5 pl de cada cebador 10 uM, 0.25 ul de HotStar Tag DNA polimerasa (5 unidades/pl)

(Qiagen, Hilden) y agua hasta un volumen final de 50 pl. ensayo de ligacién de oligonucleotidos:

+Desnaturalizacién y activacion de la Taq polimerasa a 95°C durante 12 min)

«Amplificacion los fragmentos de cDNA de cada gen, que consistio en 45 ciclos de

Temperatura (°C) Tiempo (s)
Desnaturalizacion 95 15
Hibridacion 60 15
Elongacién 72 45

*Extension final a 72°C durante 5 minutos.

Una alicuota del producto de cDNA resultante se sometio a electroforesis en un gel de agarosa al 2% para
comprobar la presencia de una Unica banda del tamafio esperado. El resto del producto del cDNA amplificado se
purificd para eliminar restos no deseados. La purificacién del producto se realizd por cromatografia en columna
(High Pure PCR Product. Purification Kit, Roche diagnostics, Indianapolis), siguiendo las instrucciones del
fabricante. A continuacion se determiné la concentraciéon de DNA mediante espectrofotometria.

Los fragmentos del producto de cDNA puros y de concentracion conocida se diluyeron y se utilizaron como

estandares para las amplificaciones de PCR en tiempo real.

4.4.3.3 PCR Cuantitativo en Tiempo Real.

La PCR cuantitativa en tiempo real, como su nombre indica, permite el seguimiento de la reaccién en
tiempo real mediante medidas de fluorescencia y, por lo tanto, se puede identificar facilmente las tres fases de la
reaccion de PCR. La fase inicial, donde la sefial corresponde al ruido de fondo (background), una fase de
crecimiento exponencial y una Ultima fase denominada “plateau’. Figura 4.1 Esto permite el andlisis de los datos en
la fase exponencial, donde la eficiencia de la reaccién es constante, y el incremento de la fluorescencia es
proporcional al crecimiento exponencial del producto amplificado, por lo que la cantidad de material inicial en cada
muestra se puede calcular con una gran precision, mediante la determinacion del punto de corte (CT, Threshold
cycle) de cada amplificacion. Este punto de corte, es el ciclo en el cual la fluorescencia aumenta por encima del
ruido de fondo y coincide con el méaximo de la segunda derivada de la fluorescencia con respecto al ciclo de la
reaccion (Bernard y Wittner, 2002). El ciclo en el que la segunda derivada es maxima (CT), se encuentra en la fase
exponencial, puesto que la sefial de fluorescencia aumenta durante esta fase y suele disminuir cuando la reaccién

comienza a entrar en la fase de saturacion (plateau).
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Figura 4.1. Etapas de la amplificacion de la PCR cuantitativa en tiempo real.
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Para la cuantificacion de los genes analizados, se empled el kit SYBR® Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems, Foster), que usa el SYBR Green | para la deteccion del DNA de doble cadena y la AmpliTaq Gold®
DNA polimerasa. El termociclador en tiempo real utilizado fue el 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied
Biosystems), y las reacciones de PCR se llevaron a cabo en placas de 384 pocillos. El programa informético
utilizado para analizar la sefial recogida por el detector fue el Sequence Detection Systems Software v2.2.1. (Applied

Biosystems, Foster). Los cebadores empleados se muestran en la tabla 4.2.

La reaccién de PCR se llevd a cabo en un volumen final de 7.5 pl, conteniendo 1.5 pl de cDNA (diluido
1:10, en Tris-HCI, 20 mM, pH 8.0), 0.3 ul de la mezcla de oligonucleétidos 5 mM (Tabla 4.2), 3.5 ul del SYBR Green
PCR Master Mix 2X'y 2.2 pl H20.

La mezcla de la reaccién se introdujo en los pocillos de las placas (MicroAmp®Optical 96-well Reaction
plate. Applied Biosystems, Foster) y se centrifugd durante 2 minutos a 2000 r.p.m. A continuacion la placa se

introdujo en el termociclador, donde se realizé la PCR cuantitativa en tiempo real.

Las condiciones de la reaccidn fueron las siguientes:
+ Desnaturalizacién y activacioén de la Taq polimerasa a 95°C durante 12 min.
« Amplificacién (40 ciclos). La sefial de fluorescencia se detecta al final de cada paso de elongacion. Las

condiciones de la amplificacién son:

Temperatura (°C) Tiempo (s)
Desnaturalizacion 95 15
Hibridacion-Elongacion 60 60
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Para comprobar la pureza del producto amplificado, se generaron curvas de disociacién por cada gen y

muestra, mediante el calentamiento a 95°C e inmediato enfriamiento a 62°C, manteniéndose esta temperatura

durante 15 segundos, tras lo cual se volvié a subir a 95°C durante otros 15 segundos y midiéndose la fluorescencia

de manera continua.

Tabla 4.2. Genes y cebadores empleados para la reaccion de PCR Cuantitativa.

Gen
B2M

GAPDH

CYBA

CYBB

NCF1

NCF2

NCF4

RAC1

RAC2

SOD1

S0D2

CAT

0GG1

GCLC

GCLM

GSR

GSS

G6PD

GPX1

GPX2

GPX3

GPX4

GPX6

TXN

TXN2

TXNRD1

TXNRD2

TXNRD3

Nombre comun
Beta-2-microglobulin

Glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase
p22-phox

gp91phox

Neutrophil cytosol factor 1
(p47-phox)

Neutrophil cytosol factor 2
(p67-phox)

Neutrophil cytosol factor 4
(p40-phox)

Ras-related C3 botulinum
toxin substrate 1
Ras-related C3 botulinum
toxin substrate 2
Superoxide dismutase [Cu-Zn]

Superoxide dismutase [Mn],
mitochondrial
Catalase

8-oxoguanine DNA glycosylase

Glutamate-cysteine ligase
catalytic subunit
Glutamate-cysteine ligase
Regulatory subunit
Glutathione reductase

Glutathione synthetase

Glucose-6-phosphate 1
-dehydrogenase
Cellular glutathione peroxidase

Glutathione peroxidase
-gastrointestinal
Plasma glutathione peroxidase

glutathione peroxidase
, mitochondrial
Glutathione peroxidase 6

Thioredoxin
Thioredoxin, mitochondrial

Thioredoxin reductase 1,
cytoplasmic

Thioredoxin reductase 2,
mitochondrial
Thioredoxin reductase 3

NCBIID
NM_004048

NM_002046
NM_000101
NM_000397
NM_000265
NM_000433
NM_013416
NM_006908
NM_002872
NM_000454
NM_001024465
NM_001752
NM_016819
NM_001498
NM_002061
NM_000637
NM_000178
NM_001042351
NM_201397
AK225871
NM_002084
NM_001039847
NM_182701
NM_003329
NM_012473
NM_003330
NM_006440

XM_001130163

Secuencia
Fw-CCCCAAATTCTAAGCAGAGTATGTAA
Rv-TCTTCAATCTCTTGCACTCAAAGC
Fw-GAAGGTGAAGGTCGGAGTCAAC
Rv-CTGGAAGATGGTGATGGGATTTC
Fw-CCGGCCTGATCCTCATCAC
Rv-ACGGCGGTCATGTACTTCTGTC
Fw-AACTGCATGCTGATTCTCTTGC
Rv-ATAGATGTGCAATGGTGTGAATCG
Fw-CGTACCCAGCCAGCACTATGTGTA
Rv-AACCACTTGGGAGCTGGGAGGT
Fw-CGAGGGATGCTCTACTACCAGAC
Rv-TATAACACCTCACAGGCAAACAGC
Fw-ACACTCCCAGCCAAAGTCTACG
Rv-GAGTCATAGGGCGACTGGTAAAAG
Fw-GGTGGGAGACGGAGCTGTAGGTA
Rv-GGGGCGTAATCTGTCATAATCTTC
Fw-ATCCCCACCGTGTTTGACAACTAT
Rv-GAGGGAGAAGCAGATGAGGAAGAC
Fw-GGTGTGGCCGATGTGTCTATT
Rv-CCAGCGTTTCCTGTCTTTGTACTT
Fw-GTGGAGAACCCAAAGGGGAGTT
Rv-GTGGAATAAGGCCTGTTGTTCCTT
Fw-GTTACTCAGGTGCGGGCATTCTAT
Rv-GAAGTTCTTGACCGCTTTCTTCTG
Fw-CTTTTGGACCTCGGCTCATCC
Rv-AGGATGGCTCGGGCACTG
Fw-GCGATGAGGTGGAATACATGTTG
Rv-CTCCCATACTCTGGTCTCCAAAGG

Fw-AATCCTGATGAAAGAGAAGAAATGAAAG

Rv-TCCATCTTCAATAGGAGGTGAAGC
Fw-ATCCCCGGTGCCAGCTTAGG
Rv-AGCAATGTAACCTGCACCAACAA
Fw-ACTCACTGGGATGTGGGTGAAGAAG
Rv-TCCTCCCCATATAGGTTGTTACCTC
Fw-AAGAGCTTTTCCAGGGCGATG
Rv-ATAGCCCACGATGAAGGTGTTTTC
Fw-AACCAGTTTGGGCATCAGGAGAAC
Rv-ATGAGCTTGGGGTCGGTCATAAG
Fw-CTCATCATTTGGAGCCCTGTG
Rv-AACTTTTAAGGAGGCGCTTGATG
Fw-AGCATACTGCTTGAAGGGGATGTA
Rv-TCTCTGAGTTCTCTCCTGGTTCCT
Fw-CTGCTCTGTGGGGCTCTGG
Rv-ACGAAGCCCCGGTACTTGTC
Fw-GGGGTAACAGGCACCATCTATGAG
Rv-TTCAGCTCCTCCTGTAGTGCATTC
Fw-AGACTCCAGCAGCCAAGATGG
Rv-GAGAGGGAATGAAAGAAAGGCTTG
Fw-CACTTCCAGAGCCCTGCAGAC
Rv-CACTGGTGTCTCACTGTTGACCAC
Fw-CCCTGCAAGACTCTCGAAATTATG
Rv-CTACTCGGTAGCCCCAATTCAAAG
Fw-TATGGCTGTGTGGGGCTGTC
Rv-ACCATCTTTACATAACACTGGGATGC
Fw-TGGTGGCACTTGTGTAAATGTAGG
Rv-GGTTCTGAATCGCTTTTGTCATTG

Tamaiio (pbs)

89

229

172

175

189

146

158

184

156

146

207

129

154

154

162

179

118

158

215

151

187

149

149

154

163

120

140

158
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Fw (cebador en direccion 5°) y Rv (cebador en direccion 3°).

El nivel de ARNm de cada gen se normalizd respecto a los niveles del ARNm de 2 genes de referencia,
beta-2-microglobulina (B2M) y gliceraldehido-3-fostato deshidrogenasa (GAPDH), cuya propiedad es mantener sus
niveles constantes de mensajero en distintas condiciones. Segun nuestros datos, la GAPDH ofrecié la mejor
normalizacién en este tipo de células y en nuestra poblacién de estudio, ya que no se vid afectada por nuestro
experimento, aunque en alguna publicacién se ha indicado que es mas estables B2M en linfocitos (Vandesompele et
al., 2002).

Como control negativo se utilizd una dilucién 1:10 de ADN de salmén 10 ng/uL en Tris-HCI, 20 mM, pH8.0,

para cada uno los genes analizados.
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4.5 Estudio de Polimorfismos

Una vez tomadas las muestras biolégicas de los pacientes incluidos en las diferentes poblaciones de
estudio se realizd una extraccion de ADN con el fin de determinar los genotipos para los polimorfismos

seleccionados en el estudio.

4.5.1 Extraccion de ADN a partir de Sangre Periférica

A partir de muestras de sangre por centrifugacion (1000 r.p.m. durante 15 min. a 4 °C) se aislo el pellet
(buffy coat) que contiene las células nucleadas de la sangre. Posteriormente se realiz6 la extraccion de ADN con la
ayuda del robot Chemagic Magnetic Separador Module1 (Chemagen, Baesweiler, Germany) que permite la
extraccion automatizada de ADN a partir de 1-10 ml de sangre total o de un pellet de células. El robot utiliza un
sistema de particulas magnéticas que permite obtener gran cantidad de DNA y de elevada pureza. Tipicamente, a

partir de 1 ml de pellet de células se obtienen unos 200 ug de DNA.
4.5.2 Seleccion de Variantes Genéticas de Estudio

Se realizaron diversas busquedas bibliograficas en distintas base de datos (Véase apartado 4.7) sobre los
principales sistemas que participaban tanto en la generacion como la defensa frente a EO, hasta elaborar una lista
de 25 genes candidatos (Tabla 4.3). A partir de estos genes se seleccionaron un total de 115 polimorfismos
implicados en EO, para ser genotipados en las distintas poblaciones de estudio. En el ANEXO | se puede obtener

una descripcion detallada de los polimorfismos seleccionados.

Tabla 4.3. Genes Candidatos para el estudio de polimorfismos.

Locus HUGO Name Gene Ensemble ID Num. SNPs
2p23.1 XDH  Xanthine dehydrogenase ENSG00000158125 21
16924 CYBA  Cytochrome b-245, alpha polypeptide ENSG00000051523 4
Xp21.1 CYBB  Cytochrome b-245, beta polypeptide ENSG00000165168 2
7911.23 NCF1  P47phox ENSG00000158517 1
1925 NCF2  P67phox ENSG00000100365 2
229131 NCF4  P40phox ENSG00000116701 4
7p22 RAC1  Small GTP binding protein Rac1 ENSG00000136238 5
22q13.1 RAC2  Small GTP binding protein Rac2 ENSG00000128340 6
21922.11 SOD1  Cu /Zn superoxide dismutase ENSG00000142168 4
625.3 SOD2  Mn superoxide dismutase ENSG00000112096 3
4p15.3-p15.1  SOD3  Superoxide dismutase 3, extracellular ENSG00000109610 3

Continua
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Locus
11p13
3p26.2
6p12
1p22.1
8p21.1
20g11.2
Xq28
3p21.3
19p13.3
6p22.1
9931
229131

12023-G24.1
22q11.21

HUGO
CAT
OGGT1
GCLC
GCLM
GSR
GSS
G6PD
GPX1
GPX4
GPX6
TXN
TXN2

Name Gene

Catalase

8-oxoguanine DNA glycosylase
Glutamate-cysteine ligase, catalytic subunit
Glutamate-cysteine ligase, modifier subunit
Glutathione reductase

Glutathione synthetase
Glucose-6-phosphate dehydrogenase
Glutathione peroxidase 1

Glutathione peroxidase 4

Glutathione peroxidase 6

Thioredoxin

Thioredoxin 2

TXNRD1 Thioredoxin reductase 1
TXNRD2 Thioredoxin reductase 2

Ensemble ID

ENSG00000121691
ENSG00000114026
ENSG00000001084
ENSG00000023909
ENSG00000100983
ENSG00000104687
ENSG00000160211
ENSG00000197582
ENSG00000167468
ENSG00000198704
ENSG00000136810
ENSG00000100348
ENSG00000198431
ENSG00000184470

Num. SNPs

N BB B OO LW o

—_

Los SNPs fueron seleccionados en base a su posicién, posible efecto funcional y frecuencia del alelo

menor (MAF), mayor de 10 % en poblacion caucasica, datos obtenidos del proyecto Hapmap (The International

HapMap Consortium, 2003). Se intento seleccionar polimorfismos que cubrieran las distintas partes de cada gen,

aquellos que pudieran tener mas facilmente un efecto funcional sobre el gen o la proteina y aquellos que se

localizaran en regiones reguladoras del mismo: region promotora, 5'UTR, regiones exodnicas e intronicas a menos

de 30 nucledtidos de los exones, y 3'UTR. En la figura 4.2 se muestra un ejemplo de la seleccién de los

polimorfismos para el gen XDH que codifica para la proteina Xantin oxidorreductasa.

Figura 4.2 Distribucion de los SNPs seleccionados a lo largo del gen XDH.
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4.5.3 Método de Genotipado: SNPlex

La técnica de SNPlex (SNPlex™ Genotyping System, Applied Biosystems, Foster) permitié el genotipado
de los 115 SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) seleccionados (Anexo ). Esta técnica se basa en el multiple
ensayo de ligacién de oligonucledtidos (OLA), seguido de una PCR, para amplificar exponencialmente el producto
de esta ligacion, y una electroforesis capilar.

El sistema SNPlex toma las ventajas de la especificidad de la ligacién y el incremento de la sensibilidad por
medio de la PCR. Por otra parte, es una técnica de alto rendimiento, ya que en cada reaccion se determinan 48
SNPs, reduciendo en tiempo, reactivos y volumen de muestra, en definitiva en costes experimentales.

En la figura 4.3 se muestran los principales pasos de la técnica.

Figura 4.3. Protocolo quimico del sistema SNPIex.
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A continuacion se describe paso a paso las diferentes etapas de la técnica de SNPlex.
4.5.3.1 Preparacion de ADN Gendmico
Una vez extraido el ADN gendmico, se cuantifico considerando la absorbancia a 260 nm con un
espectrofotémetro (Biophotometer, Eppendorf, Hamburg). Se determiné la pureza de la muestra a partir de la relacién

entre la absorbancia a 260 nm y la detectada a 280 nm. Posteriormente, las muestras se diluyeron en TE
(Tris/EDTA) 1X, pH 8.0, hasta una concentracion final de 100 ng/pL.
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Para comprobar la calidad del ADN, se preparé una alicuota de cada muestra, 2 ul ADN genémico en 3 pl
de tampdn de carga 5X con 0.25% azul de bromofenol, 0.5% glicerol y 0.25 % Xilen cianol, y se carg6 en un gel de
agarosa al 0.8% y al 2 % de bromuro de etidio. Cuando se observaba una banda sélida se procedia al paso
siguiente de fragmentacién mientras que si el ADN aparecia como una banda difuminada, podiamos omitir el paso

siguiente y continuar con el paso de la segunda dilucién de la muestra (Fig.4.4).

Figura 4.4. Electroforesis en gel de agarosa. Carrera 4 contiene el marcado de tamafio molecular. A Hind Ill, las carreras 1, 2,

3 presencia de ADN fragmentado mientras que las carreras 5, 6,7 contienen ADN gendmico sin sufrir la fragmentacion.
1 =2 3 <1 S L] 7

-_— e = -
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Para aumentar la eficiencia de esta técnica el ADN genémico debia ser fragmentado por calor. Para ello,

se utilizé un termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, Foster) y las condiciones fueron las

siguientes:
Temperatura (°C) Tiempo (min)
* Enfriamiento 4 1
* Fragmentacion 90 5
* Enfriamiento final 4 5

Tras la fragmentacion, se volvieron a diluir las muestras en TE (Tris/EDTA) 1X, pH 8.0, hasta una

concentracion final de 40 ng/pL.

4.5.3.2 Activacion de los Oligonucledtidos y Ensayo de Ligacion de Oligonucleétidos

El principio de la reaccién de ligacion de oligonucleétidos se baso en el método desarrollado alrededor de la
década de los 90, la reaccién en cadena de la ligacion. Esta técnica se usa para la discriminacién alélica de un SNP,
en la que se utilizan dos oligonucledtidos cada uno con el nucledtido de cada alelo del SNP a determinar en el
extremo 3’ (ASO1 y ASO2) y un oligonucledtido comin que se une a la region adyacente del SNP (LSO).

Las reacciones de OLA/PCR se llevaron a cabo en un termociclador dual 384-well GeneAmp9700 (Applied

Biosystems, Foster) siguiendo las instrucciones de uso del fabricante.
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La mezcla de reaccidn contenia 2.5 ul de OLA master mix (2X), 0.5 ul de dATP (100X) para activar los

oligonucledtidos, 0.10 ul de la mezcla de oligonucledtidos ASO y LSO (consta de 150 tipos oligonucledtidos

distintos; tres por cada SNP a determinar mas dos control interno), 0.05 ul de la mezcla de oligonucledtidos de

enlace (son fragmentos de ADN que se unen a un regién comun a todos los ASO y LSO vy evita que éstos se

degraden en el paso de la purificacion) hasta un volumen final de 3 ul por pocillo (Fig.4.5). A esta mezcla se

afiadieron 2 ul de ADN fragmentado y ajustado a la concentracién final adecuada.

Figura 4.5. Tipos de oligonucledtidos que componen la mezcla del OLA.
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El OLA consta de una serie de ciclos repetidos, de hibridacién de oligonucleétidos y de ligacion, para

generar multiples copias de la secuencia de acidos nucleicos elegida como diana. Previamente se debia activar los

oligonucledtidos para poder utilizarlos en el OLA. Esta activacién se realizo fosforilando los extremos 5° de los

oligonucledtidos al subir la temperatura a 48°C durante 30 min. Seguidamente, se prosiguié con el OLA en las

siguientes condiciones:

+ Desnaturalizacion y activacion de la ligasa a 90°C durante 20 min.
* A continuacién se procedio a ligar los fragmentos de cada polimorfismo,
que consistié en 25 ciclos de

Temperatura (°C) Tiempo (s)

Desnaturalizacion 94 15
Hibridacion 60 30
Ligacién 51* 30

* Y por ultimo la desactivacion de la ligasa a 99°C durante 10 minutos.

* El paso de Ligacion a 51°C se debe producir con una rampa lenta de un 3%, para que la eficiencia de la reaccién sea

mayor.
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4.5.3.3 Purificacion de los Productos de la Ligacién por Digestion con Exonucleasas

Para purificar el producto de la ligacién se empled la purificacién enzimatica donde se combinaron dos
exonucleasa para digerir los productos no ligados, oligonucleétidos parcialmente ligados, porciones de los productos

de la reaccion de ligacion que no fueron protegidas por los linkers y ADN genémico ( Figura 4.6).

Se prepard una mezcla de volumen final 5 ul, que contenia 0.5 pl de tampon de las exonucleasa 10X, 0.2

de la Exonucleasa Lambda, 0.1 pl de la Exonuclease | 'y 4.2 yl agua libre de nucleasa.
La mezcla se afiadié a los 5 uL de producto de la ligacion, se centrifugd 1 min. a 2000 r.p.m, y se transfirid
en la misma placa al termociclador donde se incubd 90 minutos a 37°C y 10 minutos a 80°C., para desactivar las

enzimas. Por Ultimo, cuando acabd la reaccion, las muestras se dejaron a 4°C hasta proceder al siguiente paso.

Figura 4.6. Purificacién con exonucleasas.
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4.5.3.4 Amplificacién de los Productos Purificados de la Reaccién de la Ligacién.

La reaccién de PCR contenia 2 l del producto de la ligacion purificado (diluido 1:1.5, en agua ultrapura
(ultraPure Distilled Water, Gibco, Scotland)), 7.9 ul de tampdn de reaccién 2X, 0.79 ul de cada cebador 20 X. Los
cebadores para esta reaccion son universales, ademas el cebador 5’ esta biotinilado. La PCR se llevé a cabo en el
termociclador dual 384-well GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, Foster) y las condiciones fueron las

siguientes:

+ Desnaturalizacién y activacioén de la Taq polimerasa a 95°C durante 12 min.

* A continuacién se procedié a amplificar los fragmentos de cada polimorfismo, que consistio en 30 ciclos

de

Temperatura (°C) Tiempo (s)
Desnaturalizacion 95 15
Hibridacién 60 15
Elongacién 72 45

* Por Gltimo, la extension final a 72 °C durante 5 minutos.
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4.5.3.5 Captura de los amplicones biotinilados

Se transfirieron 3 uL del producto de PCR biotinilado a una placa de 384 pocillos recubiertos de
estreptavidina (SNPlex™ System 384 Well Hybridization Plates, Applied Biosystems, Foster) que permitié su captura
al afiadir una mezcla de hibridaciéon que contenia 17 pL del tampon de hibridacion junto con 0.009 pL del control
positivo de hibridacion. La mezcla se incub6 durante 30 min. en constante movimiento rotacional a temperatura
ambiente.

Tras la incubacion, se afiadié 50 L de NaOH 0.1 N (Sigma-Aldrich, Steinheim), agente desnaturalizante
que separa la doble hélice del ADN y solo se mantiene unido a la placa una de las hebras. Las hebras que no estén
unidas seran eliminadas tras varios lavados de las placas de hibridacién con 100 L de una dilucion 1:10 de Wash
buffer 10X (Applied biosystems, Foster) en agua destilada. El lavado de las placas se realizd en el lavador de placas
(ELx405™ Microplate Washer, Bio-tek, Santa Barbara).

4.5.3.6 Hibridacién de las sondas ZipChute™ a las secuencias ZipCode™

En este paso, el producto de la PCR capturado en la placa de hibridacion se unié a unas sondas
fluorescentes especificas (Sondas ZipChute), que se utilizan para decodificar la informacién del genotipo de cada
polimorfismo estudiado.

Cada sonda ZipChute contiene (Fig. 4.7):

« Una secuencia llamada ZjpCode: Esta secuencia se ﬂ-— Fluorescent Ij}’E! iabel

une a una zona complementaria de una regién de los

{
¢ - .
productos de PCR y adyacente al polimorfismo. ..'——l— Maobility modifiers
e L L
+ Modificadores de Movilidad: Cada sonda contiene un

numero de diferentes modificadores de movilidad, que ZiﬂCC'IjE Sequence

permiten su separacion por tamafio durante la

electroforesis. Figura 4.7. Partes funcionales de una sonda ZipChute.
« Un fluoroforo: El marcaje fluorescente permite que el analizador de ADN 3730 detecte cada sonda. .

Las sondas ZipChute estan dispuestas en pares, cada uno de ellos en representacion de ambos alelos de un SNP.

Se prepar6 una mezcla que contenia 13.7 pL tampon de dilucion de Zipchute (Zipchute Dilution Buffer,
Applied biosystems, Foster), 11.5 L de desnaturalizante (Denaturant, Applied biosystem, Foster city) y 0.05 L de la
mezcla de las sondas Zipchutes. Seguidamente se afiadio 25 UL de esta mezcla a cada pocillo de la placa de
hibridacién y se incubo a 37°C durante una hora en constante movimiento rotacional en un agitador incubador orbital
(Shaker Incubator DTS-4, ELMI, Riga).
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Tras la incubacién, se eliminaron las sondas que no habian sido hibridadas con tres lavados de 100 pL
con una dilucion 1:10 de Wash buffer 10X ( Applied biosystems, Foster) en agua destilada. El lavado de las placas

se realiz6 en el lavador de placas (ELx405™ Microplate Washer, Bio-tek, Santa Barbara).

4.5.3.7 Electroforesis capilar de las sondas Zipchutes y analisis de los resultados

Se afiadieron 16.91 L del tampdn de cargar de las sondas en el secuenciador junto 0.59 pL de
marcador de tamafios (LIZ® labelled SNPlex™ internal size standard, Applied Biosystems, Foster city). Tras incubar
la placa durante 10 min. a 37°C en el agitador de placas, se trasfirieron 7 uL de cada pocillo a una nueva placa para
llevar a cabo la separacién electroforética en el secuenciador automatico (3730 DNA Analyser, Applied Biosystems,

Foster city).

Los picos de cada pareja, que se observaron tras la separacion, se utilizaron para identificar los alelos de
los correspondientes SNPs. Ya que cada alelo en un locus esta representado por el mismo color, el sistema SNPlex

utiliza tanto el tamafio como el color de la sonda para resolver los alelos en un locus.

El Sistema de hibridacion de SNPlex contiene una mezcla de sondas ZipChute universales, que puede
ser usado para todas las reacciones mdiltiplex. Estas sondas universales constituyen una biblioteca de alelos de
referencia, llamadas escalera alélica, que se utiliza para normalizar los parametros gracias al software GeneMapper
versién 3.7 (Applied Biosystems, Foster), ayudando a simplificar y asignar los nombres de cada alelo de forma
automatica. (Fig. 4.8)

Figura 4.8. Electroferograma para una separacion electroforética de SNPlex, asignacion de alelos para cada

polimorfismo y agrupacién de genotipos para un polimorfismo concreto.
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4.6 Analisis Estadisticos de los Datos

Con el fin de clasificar, representar, resumir los datos obtenidos y finalmente realizar inferencias, se
utilizaron un amplio conjunto de métodos de analisis.

Los valores estan expresados como media + error estandar (SEM), o como proporciones.

4.6.1 Estadistica Descriptiva

Mediante el uso de distintas herramientas de estadistica descriptiva se analizd el conjunto de datos
obtenidos durante el periodo experimental. Con ayuda del paquete de andlisis estadistico SPSS version 15.0 (SPSS
Inc. Headquarters, Chicago) se calcularon los parametros basicos descriptivos como las medidas de posicion
(media, mediana) medidas de dispersién (varianza, desviacion tipica), histogramas y calculo de intervalos de

confianza.

Se calculd el coeficiente de Pearson para evaluar la relacién entre dos variables cuantitativas con
distribucion normal, y coeficiente de correlacion de Spearman entre dos variables cuantitativas que no se

ajustaban a una distribucion normal.

4.6.2 Test No Paramétricos

Tras testar la normalidad de las variables cuantitativas usando los test de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-
Wilks, y observar que algunas variables no seguian una distribucion normal, nos decantamos por la realizacion de
test no paramétricos. Fue el caso de la excrecién urinaria de albumina (EUA), que se normalizd mediante una
transformacion logaritmica de los datos. Condicion que es necesaria para algunos analisis no paramétricos como el

ANOVA o anélisis de regresion.

La prueba de Kruskal-Wallis se utilizé para comparar la varianza de las medias de variables continua en

tres 0 mas muestras independientes cuando alguno de los tamafios muestrales era inferior a 30.

4.6.2.1 Chi-Cuadrado y Equilibrio de Hardy -Weinberg

El calculo del tamafio muestral en la poblacion general de Valladolid se realizé mediante el uso de la los
datos poblacionales més recientes presentados por el Instituto Nacional de Estadistica (INE) en 2003 (National
Statistics Institute, 2005). Para un intervalo de confianza del 95% y una imprecision del 1%, la muestra

representativa de personas debia ser de 1486 habitantes. Los datos obtenidos en relacién con la distribucién del
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censo se contrastaron con la distribucion tedrica de la poblacién. Tal contraste se realizé con una prueba Chi-

cuadrado.

El equilibrio Hardy-Weinberg (HW) fue testado mediante la comparacion de las frecuencias genotipicas
esperadas y observadas utilizando también la distribucion chi-cuadrado con un grado de libertad para alelos y dos
grados de libertad para genotipos. El equilibrio HW fue lo primero que se hizo antes de comenzar el analisis de
asociacion entre polimorfismos genéticos y enfermedad, ya que esto permite evaluar la independencia entre los

alelos heredados de los padres y observar si existe alguna segregacidn en la poblacién.

4.6.3 Estudio de Asociacion y Analisis de Haplotipos

La diferencia entre genotipos para variables continuas (PAS, PAD, Pardmetros de EO y niveles de ARNm)
se analiz6 mediante analisis de la variancia de una via (ANOVA) considerando el ajuste por las posibles variables de
confusion (edad, sexo e indice de masa corporal (IMC)) a través de un modelo lineal generalizado. En este tipo de
andlisis los individuos que estaban siendo tratados con antihipertensivos fueron eliminados del analisis. Este modelo
permite estimar la significacion estadistica de la prueba de tendencia lineal entre genotipos, asi como incorporar la
correccion por multiples comparaciones a través de la prueba de Bonferroni o del método “false discovery rate”
(Benjamin y Hochberg, 1995).

Para calcular los factores relacionados con las diferentes variables (cambios en el peso corporal,
microalbuminuria, etc.) durante el seguimiento y la posible interaccion de los genotipos con los tratamientos
hipertensivos, se ajustaron modelos de regresion lineal mdltiple con términos de interaccion. La asociacién entre los

polimorfismos y las diferentes variables fue examinada usando un modelo de herencia codominante de los alelos.

Los datos de la EUA fueron analizados de dos formas. Primero los valores de la EUA fueron categorizados
en normoalbuminuria y microalbuminuria con los valores definidos anteriormente. Segundo, como variable continua
con transformacion logaritmica para normalizar los datos (LogUAE). ANOVA de una via fue usado para comparar
los parametros entre pacientes con y sin microalbuminuria y entre pacientes con genotipos diferentes, estos analisis
fueron ajustados por edad, sexo, IMC, PAS y niveles de glucosa. En este caso, también los sujetos que habian sido

tratados fueron retirados del analisis.

Valores de p<0.05 fueron considerados estadisticamente significativos.
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4.6.3.1 Analisis de Regresion Logistica

Con el fin de determinar los factores que pueden estar contribuyendo en la aparicion de una determinada
manifestacion fenotipica (microalbuminuria o hipertensién) se aplico el estudio caso-control, mediante la
comparacion de un grupo de individuos portadores de dicha manifestacion (grupo de casos) y un grupo de no

portadores (grupo de controles).

En los estudios que llevamos a cabo se aplicd un modelo de regresion logistica ya que la metodologia de la
regresidn lineal no es aplicable debido a que la variable respuesta es de tipo dicotémica. Por otra parte, una de las
caracteristicas que hacen tan interesante la regresién logistica es la relacion que guarda con un parametro de

cuantificacién de riesgo conocido en la literatura como odds ratio.

Mediante el software SNPstats (Solé et al. 2006) se realiz6 la comparacion en la distribucion de genotipos
en las poblaciones analizadas asumiendo un disefio caso-control (hipertensos con y sin microalbuminuria y
poblacion general con y sin hipertension). Ademas mediante SNPstats se realizd un test de asociacién entre los
genotipos y la respuesta a una variable asumiendo tres modelos genéticos: i) modelos codominante, que compara
todos los pares de genotipos, ii) el modelo dominante, que compara los homocigotos del alelo como con los
heterocigotos mas los homocigotos del alelo poco frecuente v iii) el modelo recesivo que compara los alelos poco
frecuente con los heterocigotos mas los homocigotos del alelo frecuente. Todos los analisis fueron corregidos por la
siguientes covariables: edad, IMC y género, si correspondia. En el caso de la microalbuminuria, también fueron

ajustados por niveles de glucosa y PAS.

4.6.3.2 Analisis de Haplotipos
4.6.3.2.1 Desequilibrio de Ligamiento y Haplotipos

Para determinar el desequilibrio de ligamiento, calculamos el valor estadistico D, que es la desviacion entre la
frecuencia del haplotipo esperado (bajo el supuesto de no asociacién) y la frecuencia observada. Aunque resulta
mas Util obtener el parametro de D', que es el valor escalable al rango [-1,1] del estadistico D, y el coeficiente de
correlacién entre los alelos (R%). Estos datos fueron obtenidos gracias al programa SNPstats y Haploview

(http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview/) (Barrett et al. 2005).
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4.6.3.2.2 Andlisis de Asociacion de Haplotipos

El conjunto de polimorfismos que se transmiten juntos se denomina haplotipo. Dada la muestra de
genotipos, cada persona tiene dos posibles haplotipos, uno por cada cromosoma. Debido a la dificultad de conocer
cual de los dos cromosomas viene de cada progenitor cuando un individuo tiene al menos dos polimorfismos
heterocigotos, los haplotipos se deben calcular recurriendo a los métodos de estimacién de haplotipos, como el

algoritmo EM (Expectation Maximization algorithm) o los métodos Markov Chain Monte Carlo.

Mediante Haploview (http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview/) (Barrett et al. 2005) fueron realizadas las
inferencias de haplotipos y sus frecuencias, a partir de los genotipos obtenidos de cada individuo de las poblaciones

estudiadas.

Los analisis de asociacion con las variables respuestas como hipertension o microalbuminuria categorizada
fueron calculados con el programa SNPstats mediante regresion logistica. El riesgo de cada haplotipo se compara

respecto a la categoria de referencia, el haplotipo mas frecuente.

4.6.3.3 Evaluacion de Falsos Positivos: “False Positive Report Probability”

Ademas, se utilizé la probabilidad de dar un informe de falso positivo mediante la aplicacién False Positive
Report Probability (FPRP) (Wacholder et al. 2004). Este tipo de estadistico es util para llevar a considerar una
verdadera asociacion entre los polimorfismos y haplotipos con el fenotipo. Este método tiene en cuenta la
probabilidad previa de cada SNP y el p-valor observado, para una potencia estadistica calculada para cada
polimorfismo y para poder detectar una odds ratio minimo de 1.5 (o su reciproco, 0.67). Un umbral del 0.2 o inferior

de la probabilidad de dar un informe de falsos positivos se consideré una asociacion significativa.

4.6.4 Interaccion Gen-Gen: MDR

Por ultimo, gracias al empleo del método “Multifactor Dimensionality Reduction” (MDR) (Ritchie et al. 2001)
se determiné la epistasis entre SNPs de diferentes genes. La estrategia no paramétrica de este método es reducir la
dimensién multifactorial a uno mediante la agrupacion de los diferentes genotipos en dos grupos de riesgo: alto y
bajo. Estos andlisis se evaluaron con el software libre MDR version 1.1.0 desarrollado por Hahn y cols

(http://sourceforge.net/projects/mdr) (Hahn et al., 2003).
El genotipo de la combinacién obtenido por el método de MDR fue re-evaluado con una prueba Chi-

cuadrado en la poblacion total. Por otra parte, las diferencias en las variables cuantitativas para cada combinacion

de genotipos definida por el método MDR fueron evaluadas por ANOVA.
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4.7 Busqueda de Fuentes de Informacion

La busqueda de informacién se llevé a cabo consultando las siguientes fuentes y bases de datos en Internet:

1. Busqueda en Pubmed a través de Internet, servicio proporcionado por la National Library of Medicine y los
National Institutes of Health de E.E.U.U., ( http://www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed/medline.html).

2. The HapMap database es un catélogo de las variaciones genéticas comunes en seres humanos, dividido
en cuatro poblaciones, y asi se identifican SNPs distintivos para cada una, proporcionando una rica fuente
de informacion para el disefio de estudios de asociacion. (http://www.hapmap.org/)

3. The Single Nucleotide Polymorphism database (dbSNP) es un archivo de dominio publico que contiene una
amplia coleccion de informacion sobre polimorfismos genéticos.

4. Ensembl es un proyecto conjunto entre EMBL - EBI y el Instituto Sanger para desarrollar un sistema de
software que produce y mantiene automaticamente la anotacion sobre determinados genomas eucariéticos

(www.ensembl.org/).

4.8 Justificacion Etica del Estudio

El estudio se desarrollé siguiendo las normas internacionales para evaluacién ética de estudios de
investigacion biomédica en sujetos humanos (OPS/OMS, 1996). Los participantes fueron informados de los objetos
del estudio y de la voluntariedad de su participacién, respetando el derecho a la intimidad de los encuestados y su

derecho a retirar sus datos y muestras del mismo, si asi lo solicitaran posteriormente.

Durante la entrevista, llevada a cabo por los médicos del equipo investigador, se recab6 el consentimiento
informado por escrito para destinar parte del suero y plasma a otros proyectos de investigacion, comprometiéndonos
en todo momento a guardar la confidencialidad de los datos personales y a comunicar a los sujetos participantes

todos los datos que pudieran tener interés para su salud.
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5. Resultados

Esta parte de la tesis doctoral se ha estructurado en tres grandes apartados: estudio de niveles de marcadores

de estrés oxidativo (EQ), estudio de niveles de ARNm de genes que codifican proteinas que producen o eliminan

agentes oxidantes y estudio de polimorfismos implicados en enzimas que producen o eliminan EO.

Dentro de cada subapartado se describe de forma detallada la poblacion de estudio utilizada, las asociaciones

encontradas mas relevantes con respecto a los niveles de presion arterial (PA) e hipertension y, por otra parte, a los

niveles de excrecion urinaria de albumina (EUA) y microalbuminuria (mALB).

5.1 Estudio de Niveles de Estrés Oxidativo en Hipertension

Para la realizacion de este estudio utilizamos la poblacién de sujetos normotensos e hipertensos con

seguimiento a tres meses. A continuacion se presentan los resultados obtenidos mas significativos en cada

apartado.

5.1.1 Caracteristicas Generales de la Poblacion de Estudio

Las caracteristicas clinicas y bioquimicas de los controles y pacientes de hipertensién al inicio del estudio y tras

3 meses de seguimiento médico se pueden observar en la tabla 5.1.

Esta parte del estudio se llevd a cabo con 69 sujetos hipertensos, todos ellos en ausencia de tratamiento

antihipertensivo, y 32 voluntarios control.

Tabla 5.1. Principales caracteristicas clinicas y perfiles bioquimicos de los controles y pacientes al iniciar el estudio y tras 3

meses de seguimiento.
Variables Normotensos Hipertensos Hipertensos 3 meses
(n=32) p* (n=69) p* (n=39)
Edad, afios 432425 ns 46.1£1.5 ns 471
Género (M/F) 17115 ns 35/34 ns 20/19
IMC (kg/m?) 26.3£0.25 ns 29.3£0.5 ns 28.9+£0.9
PAS (mmHg) 127.642.3 p<0.001 155.1£3.1 p<0.001 135.443.2
PAD (mmHg) 75.9+1.7 p<0.001 97.6+.2.2 p<0.001 86.3+3.1
PAS 24h (mmHg) - - 140.242.1 p<0.001 125.3£2.9
PAD 24h (mmHg) - - 89.9+1.6 p<0.001 77.9+1.4
Glucemia (mg/dl) 96.1+1.2 ns 103.1£3.2 ns 99.4+1.6
Colesterol-Total (mg/dI) 196.343.2 ns 206.1+4.2 ns 208.2+4.0
Colesterol-HDL (mg/dl) 48.240.5 ns 44,0412 ns 44.3+1.3
Triglicéridos (mg/dl) 121.849.2 ns 137.249.9 ns 144.3+10.1
EUA (mg/24h) - 244436 p<0.05 14.8+1.6
LogEUA - 1.10+0.05 ns 0.98+0.04
MALB, % - 220 p<0.05 13.0

Valores son media + error estandar.

p*: p-valor de la diferencia entre controles y sujetos hipertensos, p**: p-valor de la diferencia entre sujetos hipertensos en ausencia y tras 3
meses de tratamiento. IMC: indice de Masa Corporal; PAS: Presién arterial sistdlica; PAD: Presién arterial diastélica; EUA: Excrecion Urinaria
de Albumina; LogEUA: Logaritmo de la Excrecion Urinaria de AlbUmina.
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Los sujetos control eran normotensos y presentaban valores ligeramente menores de colesterol total
comparados con los hipertensos. No existian diferencias significativas en variables como edad, proporcion de

géneros, indice de masa corporal y perfil bioquimico.

La EUA se correlaciond positivamente y de forma significativa con los valores clinicos de PAS y PA ambulatoria.
Como se puede ver en la tabla 5.2, los valores de la PA 24h presentan una correlacion positiva significativa con el

logaritmo de la EUA.

Tabla 5.2. Correlacion entre presion y LogEUA.

Variables R con LogEUA p-valor
PAS, mmHg 0.19 p<0.05
PAD, mmHg 0.12 ns

PAS 24h, mmHg 0.29 p<0.01
PAD 24h, mmHg 0.21 p<0.05

Los sujetos hipertensos después de tres meses de tratamiento antihipertensivo experimentaron una reduccién

importante de sus valores de PA clinica y ambulatoria y en el porcentaje de sujetos microalbumindricos (Tabla 5.1).

5.1.2 Asociacion de Parametros Estrés Oxidativo, Hipertension y Valores de Presion Arterial

La evaluacion del EO por medio de la cantidad de subproductos de EO, se realiz6 tanto en plasma como en
células mononucleares de controles y sujetos hipertensos. Se determinaron las concentraciones de GSH, GSSG,
MDA y 8-ox0dG, se calculé el cociente GSSG/GSH y el GSH total como el resultado de GSH+ 2GSSG (Tabla 5.3).

Tabla 5.3. Parametros de Estrés Oxidativo en sangre y en células mononucleares de controles, hipertensos al comienzo del
estudio y tras 3 meses de tratamiento antihipertensivo.

Normotensos Hipertensos Hipertensos 3 meses
(n=32) p* (n=69) p** (n=39) p*

Plasma

GSH, umol/g Hb 5.6+0.3 <0.001 3.3+0.1 <0.001 6.5+0.1 ns
GSSG, umol/g Hb 1.440.2 <0.001 3.91+0.08 <0.001 2.3+0.09 <0.01
GSSG/GSH 0.22+0.1 <0.001 1.33£0.1 <0.001 0.37+0.05 ns
Glutation total,pmol /mg Hb 8.5+0.5 ns 11.2+0.2 ns 11.1£0.2 ns
MDA, umol /g Hb 0.18+0.02 <0.001 0.8410.04 <0.001 0.29+0.08 <0.01
Células Mononucleares

GSH, pumol /mg prot 25.1£1.7 <0.001 15.8£0.5 <0.001 24.1+0.4 ns
GSSG, pmol /mg prot 0.1£0.02 <0.001 1.1£0.05 <0.001 0.4+0.01 <0.01
GSSG/GSH 0.010.01 <0.001 0.08+0.01 <0.001 0.02+0.02 <0.01
Glutatién total, ymol /mg prot 25.3+1.7 <0.001 17.9£0.4 <0.001 24.9+0.4 ns
MDA, pumol /mg prot 0.1410.1 <0.001 0.730.2 <0.001 0.32+0.09 <0.01
8-0x0-dG/ dG ADNn 3.0£0.3 <0.001 6.9410.15 <0.001 4.49+0.12 <0.01

Valores son media % error estandar.

p*: p-valor de la diferencia entre controles y sujetos hipertensos, p**: p-valor de la diferencia entre sujetos hipertensos en ausencia y tras 3
meses de tratamiento, p***: p-valor de la diferencia entre sujetos control y hipertensos tras 3 meses de tratamiento. GSH: Glutation reducido;
GSSG: Glutation oxidado; MDA: Malondialdehido; Hb: Hemoglobina; proteina; 8-oxo-dG: 8-Hidroxi 2-Desoxiguanosina; ADNn: Acido
desoxirribonucleico nuclear. El valor de 8-oxo-dG se expresa en el nimero de bases de desoxiguanosinaoxidadas / 106.
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El plasma de los sujetos hipertensos mostré valores significativamente mas bajos de GSH y mas altos de

GSSG y MDA circulantes que los observados en el grupo control.

En las células mononucleares periféricas, se encontrd un patrén similar al observado en el plasma. Los niveles

de GSSH y la relacion GSSG/GSH fueron significativamente mas altos en los hipertensos que en los sujetos control.

Tras ser tratados los individuos hipertensos mostraron unos valores de EO proximos a los de los voluntarios
control tanto en plasma como en células mononucleares y solo en los niveles GSH y en la relacién GSSG / GSH no
se encontraron diferencias significativas entre estos grupos. Esto indicaria que los sujetos con hipertensién tienen
mayores niveles de EO y el tratamiento a tres meses los reduce. Los pacientes fueron tratados de forma aleatoria
con dos tipos de farmacos antihipertensivos: Beta-bloqueantes o inhibidores de la Enzima Convertidora de
Angiotensinogeno (ECA). La diferenciacién por tipo de tratamiento no presentd diferencias estadisticas significativas

para los distintos marcadores de EO.

Se analizé la relacion entre los valores de PA y marcadores de EO en situacion basal. El coeficiente de
correlacién de Pearson entre las diferentes medidas de PA 'y los diferentes parametros de EO evaluados se muestra
en la tabla 5.4. Los niveles de GSH se correlacionaron negativamente y de forma significativa con los valores
clinicos de PA y PA ambulatoria, tanto en plasma como en células, mientras que los niveles de GSSG, la relacion
GSSG/GSH, MDA vy la base mutagénica 8-oxodG mostraron una correlacién positiva y significativa con estos

valores.

Tabla 5.4: Correlacién entre presion y parametros de estrés oxidativo.

Rpas p-PAS Rpap P-PAD Rpas2an  p-passn  RpaD24n  P-PAD24n
Plasma
GSH, umol/g Hb -0446  <0.001 -0.337  <0.01 -0.386  <0.01 -0.405  <0.01
GSSG, umol/g Hb 0.486 <0.001 0.397 <0.001 0.307 <0.05 0.325 <0.05
GSSG/GSH 0.475 <0.001 0.344 <0.01 0.370 <0.01 0.347 <0.01
Glutation total;umol /mg Hb 0.229 ns 0.214 ns 0071 ns -0.068 ns
MDA, pmol /g Hb 0.481 <0.001 0.312 <0.01 0.366 <0.01 0.296 <0.01
Células Mononucleares
GSH, umol /mg prot -0.458  <0.001 -0.341 <0.001 -0450 <0.001 -0.466  <0.001
GSSG, pmol /mg prot 0.409 <0.001 0.334 <0.001 0.329 <0.001 0.337 <0.001
GSSG/IGSH 0417 <0.001 0.324 <0.001 0.388 <0.001 0.395 <0.001
Glutation total; umol /mg prot -0440  <0.001 -0.321 <0.001 -0.449 <0.001 -0466  <0.001
MDA, pmol /mg prot 0.420 <0.001 0.224 <0.001 0.287 <0.05 0.038 ns
8-0x0-dG/ dG ADNn 0.382 <0.001 0.292 <0.001 0.192 ns 0.220 ns

Reas: coeficiente de Pearson con respecto a la presion arterial sistdlica, p-pas :p-valor para el coeficiente de Pearson de la presién arterial
sistélica, Reap: coeficiente de Pearson con respecto a la presion arterial diastolica, p-pap :p-valor para el coeficiente de Pearson de la presion
arterial diastdlica, Rrasasn: coeficiente de Pearson con respecto a la presion arterial sistolica ambulatoria, p-pas24n :p-valor para el coeficiente de
Pearson de la presion arterial sistolica 24h, Readzan: coeficiente de Pearson con respecto a la presion arterial diastélica 24h, p-papasn :p-valor
para el coeficiente de Pearson de la presion arterial diastédlica 24h.
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5.1.3 Relacion entre los Parametros de Estrés Oxidativo en Hipertension

Tras analizar las asociaciones entre los distintos parametros de EO, se observd una correlacion
significativamente positiva entre las mediciones de MDA y 8-oxo-dG genémico (Figura 5.1). Para estos parametros,
los hipertensos mostraron valores mas altos que los observados en los sujetos control (Tabla 5.3). Estos resultados
demostraron el impacto de las EROs sobre los lipidos y la induccion de modificaciones del ADN, ya que el MDAy el

8-0x0-dG, representan una estimacion de la peroxidacion lipidica y de la oxidacion del ADN nuclear,
respectivamente.

Figura 5.1 Relacion entre MDA y 8-oxo-dG genémico (A) en células mononucleares de sujetos hipertensos.
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5.1.4 Asociacion de Parametros Estrés Oxidativo y Microalbuminuria

En este apartado comparamos las diferencias entre sujetos hipertensos con o sin mALB y sus niveles

cuantitativos, la EUA, en situacion basal. En la tabla 5.5 se muestra las caracteristicas de la subpoblacién de

hipertensos.

Tabla 5.5 Caracteristicas generales de los pacientes hipertensos en estado basal agrupados por EUA

No mALB mALB

(n=44) p* (n=25)
Edad, afios 46.9+1.4 ns 479121
Genero (M/F) 23/21 ns 1213
IMC (kg/m2) 28.8+0.5 ns 30.1£0.6
PAS (mmHg) 157.642.1 ns 161.5 +4.1
PAD (mmHg) 95.4+1.5 ns 101.2£.25
PAS 24h (mmHg) 138.5+1.8 <0.05 146.3+3.4
PAD 24h (mmHg) 86.9+1.2 <0.01 93.5+2.3
Glucemia (mg/dl) 100.3+1.4 ns 105.7+2.2
EUA (mg Glutation total /24h) 10.6£0.9 <0.0001 68.5£9.6
Log EUA 0.93+0.27 ns 1.76+0.28

Valores son media + error estandar.

No mALB: normoalbuminuricos, mALB: microalbumindricos, p*: p-valor de la diferencia entre normoalbumintricos y microalbumindricos. IMC:
indice de Masa Corporal; PAS: Presion arterial sistolica; PAD: Presion arterial diastélica; EUA: Excrecion Urinaria de Albumina; LogEUA:
Logaritmo de la Excrecion Urinaria de Albumina.

Como se muestra en la Tabla 5.5, al dividir los pacientes entre normoalbuminuricos y microalbuminuricos, se
observo que los individuos microalbuminuricos tenian mayores niveles de PA de 24 horas, y la diferencia en
glucemia roza la significacion (p-valor 0.058) en una ANOVA de una via.

Los marcadores de EO analizados entre sujetos hipertensos normoalbuminuricos y microalbumindricos, se

muestran en la tabla 5.6.

Tabla 5.6 Parametros de Estrés Oxidativo en sangre y en células mononucleares de sujetos hipertensos con y sin presencia de
mALB al comienzo del estudio.

No mALB p* mALB
Plasma
GSH+ 3.31£0.1 ns 3.440.3
GSSG + 3.8+0.1 ns 4.0+0.2
GSSG/GSH 1.3+£0.1 ns 1.4+0.2
Glutation total + 10.9+£0.3 ns 11.5+0.5
MDAt 0.71£0.04 ns 0.59+0.05
Células Mononucleares
GSH ¥ 18.3+0.1 <0.01 13.6+1.2
GSSG ¥ 0.83+0.05 ns 0.91+0.09
GSSG/GSH 0.052+0.004 <0.01 0.08+0.01
Glutation total ¥ 20.01£0.9 <0.01 15.5¢1.0
MDA¥ 0.5440.03 ns 0.51+0.06
8-0xo0-dG 6.2+0.2 ns 5.940.0.3

Valores son media + error estandar.
No mALB: No microalbumindricos, mALB: microalbumindricos. p*: p-valor de la diferencia entre normoalbumindricos y
microalbumindricos.tumol/g Hb, ¥ umol /mg prot, 8-oxo-dG: 8-oxo-dG/ dG nDNA.
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Como puede apreciarse en la tabla 5.6, en las células mononucleares se produce un marcado incremento de
EO evidenciado por el cociente GGSG/GSH y el glutation total en pacientes hipertensos microalbumindricos frente a
los normoalbuminuricos. Este incremento de EO es debido principalmente a la disminucién de la concentracién del
GSH en estas células.

En el grupo de hipertensos bajo tratamiento no se observaron diferencias significativas en ningiin parametro

analizado entre sujetos normomicroalbuminuricos y microalbumindricos.

5.1.5 Interaccion entre Presion Arterial y Estrés Oxidativo en Presencia de Microalbuminuria

Dada la relacion entre PA, el aumento de la EUA y el EO, resultaba de interés conocer si el EO podria influir en
el riesgo de EUA independientemente de los valores de PA. Para ello, se realizé un estudio de regresién multiple,
donde se relacionaron la PA'y el EO independientemente del aumento en la EUA.

La representacion grafica de esta relacion se representa en la figura 5.2. En ella, se observa como a mayores
valores de PA ambulatoria, se produce un incremento de la EUA. Ademas en cada nivel de PA, la maxima EUA se

observa en aquellos pacientes con un mayor grado de EO, reflejado por el cociente GSSG / GSH.

Figura 5.2 Relacion entre microalbumina, relacién GSSG/GSH y la presion arterial ambulatoria media en células mononucleares

de sujetos hipertensos.
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5.2 Estudio de Niveles de ARNm de Genes Implicados en Estrés Oxidativo

En este apartado analizamos los principales sistemas implicados en la generacion de EO y en la defensa frente
al mismo. Se compararon los niveles de ARN mensajero (ARNm) de cada gen de las enzimas productoras y
protectoras en sujetos del grupo control e hipertensos en ausencia y presencia de tratamiento antihipertensivo para
poder evaluar las diferencias que se producen en estos sistemas en la hipertension.

En el ANEXO Il se puede observar las curvas de desnaturalizacion que se generaron para los principales
genes. Gracias a estas curvas se prob6 la correcta amplificacion de los productos de la reaccion de PCR en tiempo

real en cada fragmento y en cada muestra.
5.2.1 Caracteristicas Generales de la Poblacion de Estudio

En esta parte del trabajo se utilizo la poblacién de sujetos normotensos e hipertensos con seguimiento a tres

meses. Para mas detalles sobre esta poblacién Véase el apartado 5.1.1 de la seccidén Resultados.
5.2.2 Asociacion de Niveles de ARNm de Genes de Estrés Oxidativo e Hipertension

El analisis de la respuesta del estado celular entre los niveles de ARNm de los principales genes de enzimas
implicadas en la produccion y la defensa de EO, se realizd en células mononucleares circulantes de los
participantes. Como gen de referencia interna se utilizd el gen de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH), por ser descrito como uno de los genes con niveles de ARNm mas constantes en las células
mononucleares.

La diferenciacién por género y tipo de tratamiento aplicado no presentd diferencias estadisticas significativas

para ninguna de las cuantificaciones realizadas.
5.2.21  Sistema Productores de Estrés Oxidativo

Se analizaron los niveles de ARNm de algunos componentes del complejo NAD(P)H oxidasa en células
mononucleares. Los genes estudiados que codifican subunidades del complejo NAD(P)H fueron CYBA, CYBS,
NCF1, NCF2, NCF4, RAC1y RAC2.

Como se muestra en la tabla 5.7, los niveles de ARNm de los genes CYBB, NCF1,NCF2, NCF4 y RAC2 fueron
significativamente mayores en sujetos hipertensos en comparacioén con los controles, pero no para el gen CYBA ni
RACH.

Tras los tres meses de tratamiento se pudo observar una reduccién en los niveles de ARNm de todos los

componentes del complejo hasta llegar a normalizarse con respecto a los sujetos control. En el caso de los genes
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CYBA, CYBB, NCF4 y RAC2 esta reduccion fue muy drastica y se llegaron a obtener niveles inferiores al grupo
control (Tabla 5.7).

Tabla 5.7 Niveles de ARNm para los distintos componentes del complejo NAD(P)H oxidasa, en relacion a los niveles del gen
GAPDH x 102 en células mononucleares de sujetos normotensos, hipertensos y tras 3 meses de tratamiento.

Normotensos Hipertensos Hipertensos 3 meses

Gen (n=30) p* (n=39) p** (n=39) p**
CYBA 4.92+0.81 ns 5.12+1.11 <0.001 1.24+0.38 <0.01
CYBB 0.26+0.06 <0.01 0.73+0.05 <0.01 0.04+0.03 <0.01
NCF1 0.83+0.03 <0.01 1.75+0.03 <0.01 0.87+0.08 ns
NCF2 0.34+0.02 <0.001 0.81+0.03 <0.01 0.49+0.02 ns
NCF4& 0.57+0.04 <0.001 1.73+0.03 <0.001 0.16+0.03 <0.01
RAC1 13.4+3.89 ns 15.4+1.75 <0.05 10.1£0.83 ns
RAC2 18.8+3.03 <0.05 26.0+4.3 <0.001 1.14£0.58 <0.001

Valores son media * error estandar.

p*: p-valor de la diferencia entre controles y sujetos hipertensos, p**: p-valor de la diferencia entre sujetos hipertensos en ausencia y tras 3
meses de tratamiento, p***; p-valor de la diferencia entre sujetos control y hipertensos tras 3 meses de tratamiento. & valor multiplicado por
102

5.2.2.2 Sistemas Protectores frente Estrés Oxidativo

Se cuantificaron los niveles de ARNm de las principales enzimas antioxidantes: la enzima cobre-zinc superdxido
dismutasa (CuZnSOD) citosdlica que descompone los radicales libres del anidén superdxido, transformandolos en
oxigeno molecular y peroxido de hidrogeno y es codificada por el gen SOD7; enzima manganeso-superoxido
dismutasa, MnSOD, mitocondrial y codificada por el gen SOD2; catalasa (CAT), implicada en la descomposicién del
peroxido de hidroégeno y por ultimo la 8-oxoguanina glicosilasa 1 (OGG1), encargada de la eliminacion de la 8-oxo-
dG acumulada en el ADN. Estas medidas se realizaron en el grupo control, hipertensos basales y en los sujetos

hipertensos tras ser tratado durante 3 meses.

Se observd que los niveles de ARNm de las enzimas antioxidantes tendian a ser mas bajos de forma
significativa en los sujetos hipertensos basales comparado con los observados en las células de los sujetos control,
excepto en el caso de la enzima OGG1 que no llegaban a ser significativos y de la enzima MnSOD que estaban

aumentada de forma significativa (Figura 5.3).

Figura 5.3 Niveles de ARNm para las distintas enzimas antioxidantes estudiadas, en relacion a los niveles del gen GAPDH
en células mononucleares de sujetos normotensos, hipertensos basales (HTAb) y tras 3 meses de tratamiento (HTA3m).a)
Genes SOD1y SOD2 y b) Genes CAT y OGG1. * Denota diferencias estadisticamente significativas entre sujetos control e hipertensos

no tratados. # Denota diferencias estadisticamente significativas entre hipertensos tratados y no tratados.
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En consecuencia, con la normalizacién de niveles de EO después del tratamiento, los niveles de ARNm de las
enzimas antioxidantes fueron significativamente menores en pacientes hipertensos tratados que en los hipertensos
basales o en controles. Incluso, en el caso de la enzima MnSOD, que fue elevado en los hipertensos y disminuy6

durante el tratamiento antihipertensivo (Fig. 5.3).

5.2.2.2.1 Sistema Glutation

Uno de los principales sistemas antioxidantes es el sistema Glutation que engloba las enzimas que intervienen
en la sintesis del GSH como y-glutamilcisteina ligasa (yGCL) que estd compuesta de una subunidad catalitica
(GCLC) y otra reguladora (GCLM) y la glutation sintasa (GSS), en la regeneracioén de la molécula (genes GSR y
G6PDH) y en la utilizacion de ésta (genes GPX1, GPX2, GPX4 y GPX6) en las células mononucleares.

En los hipertensos, los niveles de ARNm de los genes GSS, GSR, GCLC, GCLM, GPX1, GPX4 y GPX6 fueron
significativamente mas bajos que los observados en las células de los sujetos control, excepto en el caso de los

niveles de ARNm de los genes G6PDH y GPX2 donde no se observo diferencia entre ambos grupos (Figura 5.4).

Tras los tres meses de tratamiento antihipertensivo y con la consiguiente reduccién de EO, los niveles de ARNm
de los genes del sistema GSH también disminuyeron, la figura 5.4. No se observaron cambios en el ARNm de los
genes GCLC, GCLM, G6PDH 'y GPX2.

Figura 5.4 Niveles de ARNm de las enzimas relacionadas con el sistema de GSH, en relacion a los niveles del gen GAPDH
en células mononucleares de sujetos normotensos, hipertensos basales (HTAb) y tras 3 meses de tratamiento (HTA3m). a) gen
GCLC y GCLM; b) GSR, GSS y G6PDH; ¢) genes GPXs intracelulares (los niveles de ARNm del gen GPX2 multiplicados por
10-2). Las barras de error estan representados en todas las casillas, pero en algunos casos el tamafio es demasiado pequefio
para ser mostradas. * Denota diferencias estadisticamente significativas entre sujetos control e hipertensos no tratados. #

Denota diferencias estadisticamente significativas entre hipertensos tratados y no tratados.
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52222 Sistema Tiorredoxina

Dentro del sistema tiorredoxina, hemos analizado las dos isoformas de la molécula tiorredoxina, codificadas
por dos genes diferentes, TXN y TXN2, y las enzimas encargadas de reducir ésta molécula, las tiorredoxinas
reductasas, codificadas por los genes TXRND1, TXRND2 y TXRNDS3.

En contraste con el sistema glutation, las variaciones en los niveles de ARNm de los genes del sistema TXN
muestran un comportamiento distinto, como puede observarse en la figura 5.5. Tanto los niveles de ARNm de los
genes TXNy TXN2, asi como los de los genes TXNRD1, TXNRD2 y TXNRD3, fueron significativamente mayores en

pacientes hipertensos en comparacion con los de los sujetos control.
Estos niveles de ARNm disminuyeron durante el tratamiento antihipertensivo, aunque se mantuvieron mayores

que en el grupo control. Sélo los niveles de ARNm del gen TXNRD3 se mantuvieron constantes durante el

tratamiento (la figura 5.5).
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Figura 5.5 Niveles de los ARNm de las enzimas relacionadas con el sistema de TXN en células mononucleares de los
individuos control e hipertensos tanto en ausencia como durante el tratamiento antihipertensivo. a) TXN y TXN2; b) TXNRD1,
TRXR2 y TRXR3. Las barras de error estan representados en todas las casillas, pero en algunos casos el tamafio es
demasiado pequefio para ser mostradas. * Denota diferencias estadisticamente significativas entre los controles y las
hipertensos no tratados. ¥ denota diferencias estadisticamente significativas entre tratados y no tratados hipertensos.
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5.2.3 Asociacion de Niveles de ARNm y Microalbuminuria

Se comparo las diferencias entre sujetos hipertensos con o sin mALB y sus niveles cuantitativos en situacion
basal.
La tabla 5.8 muestra los principales resultados estadisticamente significativos de los niveles de ARNm de los

diversos genes estudiados entre los hipertensos en presencia y ausencia de mALB.

Tabla 5.8 Niveles de ARNm para los distintos componentes del complejo NAD(P)H oxidasa, en relacién a los niveles del gen
GAPDH en células mononucleares de sujetos hipertensos normomicroalbumindricos y microalbumindricos.

No mALB p* mALB
Sistema Oxidante
CYBA 1.73£0.70 <0.05 4.25+0.65
Sistema antioxidante
MnSOD+ 1.50£0.50 <0.05 4.3+0.8
TXN 0.127+ 0.009 <0.05 0.17£0.01
TXN2 0.064+0.003 <0.05 0.08+0.003

Valores son media + error estandar.
No mALB: No microalbumindricos, mALB: microalbumindricos. p*: p-valor de la diferencia entre normoalbumindricos y microalbumindricos, ns:
No significativo. & Valor multiplicado por 102, *: Valor multiplicado por 10-1.

Cuando realizamos el test de Pearson para evaluar las posibles asociaciones entre los niveles de LogEUA y de
ARNm de los distintos genes, solo encontramos una correlacion positiva significativa entre el LogEUA y los niveles
de ARNm del gen CYBB (r: 0.297, p-valor: 0.009).
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5.2.4 Relacion entre los Niveles de ARNm en Hipertension

Tras analizar las asociaciones entre los distintos niveles de ARNm de éstos genes, se observo una elevada

correlacion directa entre los niveles de ARNm de los genes GPX4 y TXN (r = 0.871, p-valor<0.001), tanto en

situacion basal como bajo tratamiento (figura 5.6). De hecho, los niveles de ARNm de GPX4 explican el 76% (R?2

=0.76) de la variabilidad de los niveles de ARNm del gen TXN.

Si solo analizamos los individuos hipertensos sin tratamiento, encontramos una relacion lineal, positiva y

significativa entre ambos niveles de ARNm (r= 0.319, p-valor<0.05).

Figura 5.6. Relacion entre los niveles de ARNm de los genes GPX4 y TXN en células mononucleares de sujetos hipertensos.

Puntos en rojo indican valores en sujetos hipertensos en estado basal y puntos azules en sujetos hipertensos tratados.
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5.2.5 Interaccion entre Niveles de ARNm y Parametros de Estrés Oxidativo

El analisis de correlacion lineal de Spearman reveld que existia una correlacién positivamente significativa entre

varios marcadores de EO y los niveles de ARNm de los genes NCF2, GPX4 y TXN, mientras que por el contrario se

encontr correlacion negativa significativa entre los niveles de los marcadores de EO y los niveles de ARNm del gen
SOD2 (Tabla 5.9).

En el Anexo Il se presentan todas las correlaciones analizadas para la combinacion de todos los genes y

marcadores estudiados aunque en la tabla 5.9 se resumen las correlaciones mas significativas.

Tabla 5.9: Correlacion Spearman entre parametros de EQ y niveles de ARNm.

Gen Marcador de EO R p-valor
NCF2 GSSG 0.431 0.001
GSSG/GSH 0.377 0.005
SOD2 GSH -0.391 0.009
GPX4 GSH 0.353 0.008
Glutation total 0.405 0.002
TXN 8-ox0-dG 0.428 0.001
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5.2.6 Sumario de Resultados del Estudio de Niveles de ARNm de Genes Implicados en Estrés

Oxidativo

En el cuadro 5.1 se representa un resumen entre los distintos genes y la regulacién que sufren los

sujetos hipertensos y los hipertensos tratados.

Cuadro5.1. Resumen de regulacién de los genes que codifican enzimas de sistemas oxidantes y antioxidantes en la hipertension.

GENES HIPERTENSION* HIPERTENSOS
TRATADOS**
Sistema Oxidantes
CYBA = v
CYBB 4 v
NCF1 4 v
NCF2 4 v
NCF4 A v
RAC1 = v
RAC2 A v
Sistema Antioxidantes
Generales:
SOoD1 v v
SOD2 4 v
CAT v v
0GG1 = =
Sistema GSH:
Sintesis:
GCLC v =
GCLM v =~
Regeneracion:
GSR v v
GSS v v
G6PDH =~ =
Utilizacion:
GPX1 v v
GPX2 =~ =
GPX4 v v
GPX6 v v
Sistema Tiorredoxina:
XN A v
TXN2 A v
TXNRD1 A v
TXNRD2 A v
TXNDR3 A v

* Se comparan hipertensos versus controles. ** se comparan hipertensos tratados versus hipertensos en situacién basal.
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5.3 Estudio de Polimorfismos Implicados en Estrés Oxidativo

Este Ultimo apartado de los resultados se ha dividido en dos partes para lograr una mayor claridad de los
datos. La primera consta de los analisis de asociacion entre los polimorfismos de genes que codifican proteinas
implicadas en EO y niveles de PA, EUA vy riesgo de mALB en la poblacién de hipertensos de la comunidad
valenciana y a su vez comparando los resultados con respecto a la poblacién de hipertensos de la provincia de
Valladolid, mientras que en la segunda parte de este estudio de asociacién nos centraremos en los resultados

obtenidos en la poblacién general de Valladolid.

En el ANEXO | se muestra una descripcién detallada de los polimorfismos seleccionados: Informacion sobre
el gen al que pertenece, localizacién cromosdmica, nomenclatura estandar de la variacién segun recomienda “The
Human Genome Variation Society’ (Den Dunnen y Antonarakis, 2000), porcentaje de genotipado, p-valor del

equilibrio Hardy-Weinberg y frecuencia del alelo minoritario (MAF) en la poblacién general.

5.3.1 Poblacion Hipertensa

Para los estudios de asociacién entre polimorfismos y variables como la PA y la EUA, hubo que aumentar el
tamafio muestral de la poblacion de sujetos hipertensos de la comunidad valenciana, y asi incrementar el poder
estadistico del estudio de la comunidad valenciana. Para ello, contamos con la colaboracion del doctor JM Pascual
del Hospital de Sagunto, que nos ayudé a reclutar mas sujetos hipertensos con los mismos criterios de seleccién y

de un area préxima a la muestra original.

Por otra parte gracias a la colaboracién con el doctor JC Martin Escudero del Hospital Universitario del
Rio Hortega en Valladolid, se logré realizar el reclutamiento de la subpoblacion de sujetos hipertensos, que nos

ayudo a replicar nuestros resultados en otra poblacion de similares caracteristicas.

5.3.1.1 Caracteristicas Generales de la Poblacion de Estudio

En la tabla 5.10 se presentan las caracteristicas generales de las dos poblaciones de hipertensos utilizadas.
Se encontraron diferencias entre ambas poblaciones excepto para el género, la glucemia, el colesterol total y la
EUA. Los individuos tratados con farmacos antihipertensivos, diabéticos, de edad muy avanzada y fumadores de

mas de 10 cigarros por dia, de la poblacién de Valladolid fueron excluidos en esta parte del estudio.
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Tabla 5.10 Principales caracteristicas clinicas y perfiles bioquimicos de los sujetos hipertensos de la comunidad valenciana y

Valladolid.
Variables Hipertensos de Valencia Hipertensos de Valladolid
(n=335) p* (n=300)
Edad, afios 4249 p<0.05 5710
Genero (M/F) 174/161 ns 165/145
IMC (kg/m2) 28.9+4 4 p<0.05 27.944.3
PAS (mmHg) 154+18 p<0.05 149117
PAD (mmHg) 96+10 p<0.05 87110
Glucemia (mg/dl) 101.7£13.7 ns 96.8+38.1
Colesterol-Total (mg/dl) 212.2+39.7 ns 213.4138.9
Colesterol-LDL (mg/dl) 142.0+33.0 p<0.05 116.4+34 4
Colesterol-HDL (mg/dl) 46.5+10.6 p<0.05 50.8+14.3
Triglicéridos (mg/dl) 125.8455.1 p<0.05 158.2+55.6
EUA (mg/24h) 31162 ns 244122
LogEUA 1.1340.62 p<0.05 0.74+0.51
MALB, % 25 p<0.05 9

Valores son media + desviacion estandar.

p*: p-valor de la diferencia entre sujetos hipertensos de la Comunidad Valenciana y de Valladolid, ns: No significativo, IMC: indice de Masa
Corporal, PAS: Presion Arterial Sistolica, PAD: Presién Arterial Diastdlica, EUA: Excrecién Urinaria de Albumina, LogEUA: Logaritmo de la
Excrecion Urinaria de Albimina.

5.3.1.2 Asociacion de Polimorfismos con Valores de Presion Arterial

5.3.1.2.1 Analisis de Asociacion de los Polimorfismos de Forma Individual

La Tabla 5.11 muestra los polimorfismos que presentaron una asociacion positiva con los valores de presion
en ambas poblaciones de hipertensos, junto con la distribucién de genotipos y la frecuencia del alelo minoritario.
Todos estos polimorfismos se mantuvieron en equilibrio de Hardy-Weinberg. No se observaron diferencias en la
distribucion global de genotipos de los polimorfismos entre las dos poblaciones de estudio, ni entre ambos géneros.
Los analisis fueron ajustados por las posibles variables de confusion: edad, géneros e indice de masa corporal
(IMC). Como primer paso se analizd siguiendo un modelo de herencia codominante y tras comparar las medias de
los genotipos. Los agrupamos entre si cuando el heterocigoto tenia un valor similar a alguno de los homocigotos. En
consecuencia, aplicamos un modelo dominante cuando se comparaba el genotipo homocigoto mayoritario frente al
heterocigoto y homocigoto minoritario. El modelo recesivo cuando era a la inversa. Se aplicé el mismo modelo en

ambas poblaciones ya que esto facilitaba su comprensién y consistencia.
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Tabla 5.11 Anélisis de univariante entre los niveles de presion arterial sistdlica y diastolica y los diferentes polimorfismos en las
dos poblaciones de sujetos hipertensos, ajustados por edad, género e IMC.

Gen - dbSNP/ Genotipo NGm

POBLACION DE VALENCIA

POBLACION DE VALLADOLID

Referencé (VLC/VLL) PAS
XDH rs2073316
c.564+64 T>C

PAD

PAS

PAD

HWE: 0.82 TT+TC  250/247 152.00+1.08 95.9+0.66 146.32%1. 87.6+0.88
MAF: 0.44 cc 47/53 162.97+4.18 99.24+1.72 152.07+2.6 .18834
p-valor 0.0006 0.042 0.043 0.350
XDH rs206812

c.-337 G>A

HWE: 0.74 GG+GA 222/234 145.41+1.42 95.67+0.92 147 1651 86.67+1.01
MAF: 0.50 AA 63/66 151.30+3.15 96.83+1.23 152.35+2.18 7.28+1.19
p-valor 0.023 0.530 0.013 0.549
NCF2  rs2274064

€.542T>C p.K181R

HWE: 0.91 TT+TC  208/217 152.24+1.26 93.8+1.22 147.1621. 87.13+0.91
MAF: 0.44 cc 75183 157.61+2.32 97.44+1.43 152.77+2.37  88.03+1.11
p-valor 0.012 0.011 0.042 0.502
SOD3  rs2536512

€.172G>A p.A58T

HWE: 0.63 AA 138/170 154.06+1.16 96.63+0.65 150.64+1.46  88.74+0.88
MAF: 0.37 AG+GG 110/130 137.67+3.48 88.22+1.88 143.6183 85.64+1.58
p-valor 0.0002 0.0006 0.033 0.043
CAT rs1049982

c.-20C>T

HWE: 0.28 cc 120/135 155.96+1.74 96.34+0.99 150.40+1.38  88.92+0.84
MAF: 0.36 CT+TT 124/165 148.14+1.41 95.54+0.89 14616P% 87.05+0.86
p-valor 0.0005 0.535 0.011 0.025
GPX1  rs3448¥

€.*891C>T

HWE: 0.10 cc 179/175 155.34+1.71 96.76+0.90 151.19+1.35 88.02+0.76
MAF: 0.25 CT+TT 145/125 150.23+1.53 95.49+0.99 144 4831 87.42+0.83
p-valor 0.029 0.402 0.021 0.032
TXN rs2301241¥

c.-793T>C

HWE: 0.74 TT+TC  211/207 154.39+1.65 97.75+0.75 150.98%2. 87.98+0.96
MAF: 0.48 cc 63/93 150.49+2.41 92.33+1.17 145.31+1.54  4.4%1.24
p-valor 0.049 0.0004 0.032 0.0093

Valores son media + error estandar.

1, dbSNP 126. 2, nomenclatura estandar de la variacién segun recomienda “The Human Genome Variation Society”, Build 126, Ensembl

release 41.

HWE: p-valor del equilibrio de Hardy-Weinberg. MAF: Frecuencia del alelo menos frecuente, PAS: Presion arterial sistdlica (mmHg), PAD:
Presion arterial diastolica (mmHg). VLC: Valencia, VLL: Valladolid. ¥: Tag-SNP seleccionado de genes candidatos para estudios de asociacion
utilizando las bases de datos del proyecto HapMap. P-valor < 0.05 se muestra en negrita.

5.3.1.2.2 Analisis de Asociacion de los Haplotipos Obtenidos con Presion Arterial

El analisis de haplotipos se realizd en ambas poblaciones de hipertensos, aunque los datos que se muestran

solo pertenecen a la poblacién de Valencia, ya que el poder estadistico fue mayor (0.89) y en la poblacién de

hipertensos de Valladolid no llegaron a mostrar significacién aunque si la misma tendencia.

Como primera aproximacion para construir los haplotipos de cada gen, se utilizé el andlisis de haploblogues,

con el cual seleccionamos los polimorfismos mas informativos de cada gen, los tag-SNPs en esta poblacion. Los
haploblogues fueron generados por el programa HaploView versién 4.1, siguiendo el test de los cuatro gametos,
donde se utiliza polimorfismos cuya frecuencia del alelo minoritario sea mayor de 0.1, la tasa de éxito del genotipado

mayor del 90% y se encuentre en equilibrio de Hardy-Weinberg. Tras realizar los analisis de asociacion con todos
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los marcadores seleccionados previamente, se redujo el numero de polimorfismos analizados en el haplotipo hasta

obtener una mayor asociacién con el menor nimero de variantes posibles.

En la figura 5.8, se representa la estructura génica junto al mapa de su desequilibrio de ligamiento y la
seleccion de polimorfismos informativos para la construccion de los haplotipos en el gen XDH. Al lado de la figura se

puede ver el analisis de los haplotipos y su asociacion con los niveles de PAS.

Figura 5.8 Mapa del desequilibrio de ligamiento (LD) y andlisis de asociacion entre los polimorfismos seleccionados y los niveles

de presion arterial sistélica en el gen XDH. Dentro de cada cuadrado esté el valor de la R? del LD, los colores mas oscuros muestran mayor

desequilibrio de ligamiento. Los polimorfismos seleccionados estan encuadrados en la figura.

XDH gene

80.42 Kb Reverse strand —

Nim.  Haplotipo! Frecuencia Diferencia de PAS p-valor
(IC 95%)

1 TG 0.392 0.00

2 TA 0.373 0(-3.21-3.2) 1.000
3 CG 0.175 3.75(0.07 - 7.43) 0.032
4 CA 0.059 6.88 (-0.16 -13.92) 0.056

"Polimorfismos utilizado para la construccion del haplotipos del gen
XDH: rs2073316 y rs206812.

El mapa del desequilibrio de ligamiento del gen XDH, muestra como hay cuatro zonas con un fuerte
desequilibrio de ligamiento, casi similar a la estructura génica que mantiene el gen. La asociacién observada entre
los distintos haplotipos para los marcadores de la region 5'UTR es atribuible principalmente a la combinacion alélica
CG (rs2073316:rs206812).
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5.3.1.2.3 Interaccion Gen-Gen en Hipertension

El método de “Multifactor Dimensionality Reduction” (MDR) se us6 para determinar la epistasis entre
polimorfismos asociados a los niveles de PA de diferentes genes. La estrategia de este método es reducir la
dimensioén multifactorial a uno mediante la agrupacion de los diferentes genotipos en dos grupos de riesgo: alto y
bajo. Para evaluar los niveles de PA sistlica en este modelo, tuvimos que categorizar esta variable a partir del
percentil 25 (141 mmHg).

La combinacion de genotipos de dos loci distintos se asocio a los niveles de PAS agrupados (P<0.05) (Tabla
5.12). Este modelo incluyo los polimorfismos rs206812 del gen XDH y rs3448 del gen GPX1. (Figura 5.8).

Tabla 5.12: Resumen de los resultados del andlisis de “MultiFactor Dimensionality Reduction” (MDR) para los niveles de PAS.

Model TBA TTBA p-valor* cvC

rs3448 0.6071 0.6071 64 (0.0033) 100/100
rs3448 rs206812 0.6539 0.6126 66 (0.0009) 100/100
rs1049982 rs3448 rs2274064 0.7083 0.4456 48 (0.6914) 54/100
rs1049982 rs3448 rs2301241 rs206812 0.8068 0.6319 58 (0.0666) 100/100

*1000 fold permutation test. TBA: Training Balanced Accuracy, TTBA: Testing balanced accuracy, CVC: Cross-validation Consistency.

Figura 5.8. Distribucion de sujetos hipertensos con PAS inferior y superior al percentil 25% en un modelo de dos loci. En cada
celda se representa la combinacion de los polimorfismos rs206812 del gen XDH y rs3448 del gen GPX1. El nimero de
individuos se indica encima de cada barra.

GPX1 rs3448
cC CT T

XDH rs206812

[ Aito riesgo | | Bajoriesgo
B PAs> 141 mmHg [ PAs < 141 mmHg
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Después de identificar las combinaciones de alto riesgo mediante el analisis de MDR, aplicamos una
regresion logistica para calcular el posible efecto de los distintos alelos de cada gen, observando como la
combinacion de los alelos C y A de los polimorfismos rs3448 y rs206812, respectivamente, mostraban elevados

niveles de PAS (Figura 5.9).

Figura 5.9 Influencia de rs3448 y rs206812 en presién sanguinea sistélica en sujetos hipertensos.
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En la figura 5.9 se observa una diferencia en los niveles de PAS de 7.6 (IC: 3.17 - 12.02) mmHg (p-valor=
0.00084) entre la combinacion TT-GG y CC-AA de los polimorfismos rs3448 y rs206812.

Con respecto a los niveles de PAD no se observaron diferencias significativas.
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5.3.1.3  Asociacion de Polimorfismos con Valores de Microalbumina y Riesgo de Microalbuminuria

Mediante un analisis de regresion logistica se compararon los niveles de LogEUA vy riesgo de presencia de
mALB entre los distintos genotipos de los polimorfismos estudiados, asumiendo diferentes modelos genéticos. Los
resultados obtenidos indican que los alelos: rs10175754-G del gen XDH, rs7195830-A del gen CYBA, rs9798725-C
del gen RAC2, rs2536512-G del gen SOD3 y rs769217-T del gen CAT se asocian con proteccion a la mALB
asumiendo un modelo dominante (Tabla 5.13). Todos estos polimorfismos se mantuvieron en equilibrio de Hardy-
Weinberg en ambas poblaciones.

No se observaron diferencias de género entre estos polimorfismos. Los andlisis fueron ajustados por las
posibles variables de confusién: edad, género, IMC, PA sistdlica y glucemia. También se realizé un andlisis de
regresion logistica incluyendo los niveles de excrecion de sodio en orina como covariable y no se observé aumento

de la significacion en el andlisis de regresion.

Tabla 5.13 Analisis univariante y de regresion logistica entre los niveles de logaritmo de EUA y riesgo de desarrollo de mALB y
los diferentes polimorfismos en las dos poblaciones de sujetos hipertensos, ajustado por edad, género, IMC, presion arterial
sistdlica y glucemia.

POBLACION DE VALENCIA POBLACION DE VALLADOLID

Gen - dbSNPB/ NGm.

Referencé Genotipo(VLC /VLL) LogEUA % No %Si OR mALB LogeUA % No %Si OR mALB
XDH rs10175754

¢.307-33A>G

HWE: 0.06 AA 197/198 1.22+0.06 76.5 90 1.00 0.7040. 63.7 91.2 1.00
MAF:0.16 AG+GG 74/102 0.89+0.13 23.5 10 0.379a1662) 0.64+0.04 36.3 8.8 0.16 (0.05-0.56)
p-valor 0.0041 0.059 0.0054 0.0004

CYBA  rs7195830

C.*49G>A

HWE: 0.10 GG 100/122 1.11+0.11 36.4 405 1.00 @+ 43.1 206 1.00
MAF:0.34 GA+AA 176/178  1.32+0.11 64.6 59.5 0.74(01.39) 0.76x0.04 56.9 79.4 3.64 (1.46-9.11)
p-valor 0.043 0.087 0.019 0.0027

RAC2  rs9798725

C.*1444C>A

HWE:1.00 CC+CA 264/278 1.55+0.25 91.6 92.1 010 0.75+0.03 92.1 97.1 1.00
MAF:0.27 AA 23/22 1.14+0.07 84 7.9 0(©383-2.61) 0.68+0.09 7.9 2.9 0.30(0.04-2.48)
p-valor 0.034 0.230 0.018 0.076

SOD3  rs2536512
€.172G>A (p.A58T)

HWE: 0.63 AA 144/170 1.17+0.05 55.4 52.8 0O0L. 0.80+0.05 425 545 1.00
MAF:0.37 AG+GG 119/130 0.78+0.19 44.6 47.2 1.138.62) 0.73x0.06 575 455 0.53(0.24-1.14)
p-valor 0.0039 0. 430 0.039 0.100

CAT rs769217 ¥
¢.1167C>T (p.D389D)

HWE: 0.067 CC 139/175 1.19+#0.05 454 60.9 1.00 10804 571 67.7 1.00
MAF:0.169 CT+TT 143/125 1.05+0.04 54.6  39.10.53 (0.30-0.92) 0.68+0.04 429 324 0.67(0.31-1.47)
p-valor 0.026 0.023 0.035 0.066

1, dbSNP 126. 2, nomenclatura estandar de la variacién segun recomienda “The Human Genome Variation Society”, Build 126, Ensembl
release 41.

HWE: p-valor del equilibrio de Hardy-Weinberg. MAF: Frecuencia del alelo menos frecuente, LogEUA: Logaritmo de la excrecion urinaria de
albumina, %No: porcentaje de individuos normomicroalbuminudricos, % Si: porcentaje de individuos microalbumindricos, OR mALB: Odds ratio
de mALB. ¥: Tag-SNP seleccionado de genes candidatos para estudios de asociacion utilizando las bases de datos del proyecto HapMap. P-
valor < 0.05 se muestra en negrita.

Cuando realizamos los analisis de asociacion de haplotipos e interaccion intergénica no encontramos ningun

conjunto de polimorfismos asociado de forma significativa a los niveles de logEUA o al riesgo de mALB. Esta falta de
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asociacion puede deberse a que estos métodos requieren un mayor tamafio muestral para obtener un buen modelo

de interaccion.

5.3.14

Asociacion de Polimorfismos con Marcadores de Estrés Oxidativo y Niveles de ARNm

Se evaluo si existia alguna asociacion entre los niveles de los distintos marcadores de EO cuantificados

anteriormente y los polimorfismos estudiados hasta el momento en la poblacion de hipertensos de Valencia.

En la figura 5.10 se puede observar tres resultados positivos. Se pudo comprobar cdmo la presencia del

genotipo AA, CC y CC resultan ser genotipos de riesgo de EO, para los polimorfismos rs206812 del gen XDH,
rs2274064 del gen NCF2 y rs3448 del gen GPX1, respectivamente.

Figura 5.10 Relacion entre los niveles de EQ y los polimorfismos de dos genes productores de EO, XDH (A), NCF2 (B) y GPX1
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En la tabla 5.11, se muestra como estos tres genotipos también se encuentran asociados a mayores valores

de PA sistdlica, y en caso del rs2274064 también a mayores valores de PAD.

No se encontrd ninguna asociacion significativa entre los niveles de ARNm vy los distintos polimorfismos

estudiados.
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5.3.2 Poblacién General de Valladolid

5.3.21 Caracteristicas Generales de la Poblacion de Estudio

En la tabla 5.14 se presentan las caracteristicas descriptivas de la poblacion representativa de Valladolid
agrupados en funcién a los valores de PA. Un total 1502 individuos participaron en el estudio, de los cuales 754
(50.2%) fueron varones. La prevalencia de hipertension fue de un 40 % tanto en varones como mujeres. Un 57.3 %
de los individuos fueron clasificados como sujetos normotensos, mientras que el 19.8% estaban bajo tratamiento
médico para la hipertension, y un 23.3% presentaron valores de presion altos sin previo tratamiento antihipertensivo.
El porcentaje de diabetes fue de un 8% entre los participantes.

Como cabria esperar los sujetos hipertensos mostraron porcentajes mas elevados de obesidad, diabetes e
hipercolesterolemia que los sujetos normotensos

Los sujetos hipertensos microalbuminuricos presentaron mayores niveles de PAS que los sujetos
normomicroalbuminuricos (la diferencia entre microalbumindricos y normomicroalbumindricos fue 12.15 (IC: 5.78 -
18.53) mmHg, p-valor <0.0005).

Tabla 5.14. Principales caracteristicas clinicas y perfiles bioquimicos de los normotensos y pacientes hipertensos sin tratar y
bajo tratamiento antihipertensivo en la poblacion general de Valladolid.

Variables Normotensos Hipertensos Hipertensos tratados
(n=806) p* (n=345) p* (n=297)
Edad, afios 44.6+16.2 <0.001 63.9+16.0 <0.001 71.8+12.3
Genero (M/F, %) 48.2/51.7 ns 55.0/45.0 ns 50.2/49.8
IMC (kg/m2) 25.0+3.6 <0.001 27.9+4.3 ns 28.4+4.3
Obesidad (%) 9.6 <0.001 254 <0.001 35.2
Perimetro cintura (cm.) 85.0£12.3 <0.001 94.8+11.8 ns 96.3+11.1
PAS (mmHg) 118.0£11.9 <0.001 149.1£17.6 <0.05 146.0+22.4
PAD (mmHg) T4.7+7.7 <0.001 87.3+10.1 <0.001 82.4+11.8
Colesterol-total (mg/dL) 196.5+37.9 <0.001 213.4+38.9 <0.001 201.7£34.9
Colesterol-HDL (mg/dL) 53.4+14.6 <0.001 50.9£14.3 <0.001 48.1+12.2
Colesterol-LDL (mg/dL) 112.7£33.5 ns 116.4134.4 ns 117.1£34.9
Triglicéridos (mg/dL) 158.0+94.9 <0.001 202.1+146.9 ns 202.6+109.6
Hipercolesterolemia (%) 13.9 <0.05 19.7 ns 26.01
Glucemia (mg/dL) 83.3+£23.7 <0.001 96.8+38.1 ns 98.6+35.9
Diabetes mellitus (%) 2.2 <0.001 12.5 ns 17.5
EUA (mg/24h) 6.04+0.36 <0.001 24.246.6 ns 54.6+15.2
LogEUA 0.59+0.01 <0.001 0.75%0.28 <0.05 0.8610.04
MALB, % 2.3 <0.001 10.2 ns 13.6
Habito Tabaquico (%) 314 <0.001 14.9 <0.05 8.4

Valores son media + desviacion estandar.

p*: p-valor de la diferencia entre controles y sujetos hipertensos, p**: p-valor de la diferencia entre sujetos hipertensos no tratados y bajo
tratamiento antihipertensivo. IMC: Indice de Masa Corporal, PAS: Presion arterial sistlica, PAD: Presion arterial diastolica, EUA: Excrecion
Urinaria de Albumina, LogEUA: Logaritmo de la Excrecion Urinaria de Albiimina.

Diabetes mellitus, Glucemia = 100 mg/dL o estar bajo tratamiento antidiabético. Hipercolesterolemia, Colesterol-LDL 2160 mg/dL o tomar
medicacion hipolipemiante.
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5.3.2.2  Asociacion de Valores de Presion Arterial y Riesgo de Hipertension

5.3.2.2.1 Analisis de Asociacion de los Polimorfismos de Forma Individual

Siguiendo el esquema de presentacion de los datos, mostramos en la tabla 5.15, los resultados mas
significativos del analisis de asociacion. En el caso de los polimorfismos rs2536512 del gen SOD3 y del rs1049982
del gen CAT podemos comprobar que en las dos poblaciones hipertensas también se presenta esta asociacion
aunque en la poblacién general es mas fuerte la significacién. En el caso del polimorfismo rs2274064 del gen NCF2
no se mantiene esta significacion pero si la tendencia (genotipo TT: 126.08+1.04 mmHg frente los genotipos

CT+CC: 128.21+1.43 mmHg, p-valor: 0.66), el efecto de este polimorfismo se pierde en la poblacion general.

Tabla 5.15 Analisis univariante y de regresion logistica entre los niveles de presion arterial sistélica y diastélica y el riesgo de
hipertension en los diferentes polimorfismos de la poblacion general de Valladolid, ajustado por edad, género e IMC.

Gen - dbSNP

Referencé Genotipo Num. PAS HTA
SOD3  rs2536512°

c.172G>A (p.A58T)

HWE: 0.63 AA 438  127.71+0.92 78.94+0.51 37.1 41.3 1.00

MAF: 0.37 AG+GG 704  126.60+0.75 78.19+0.38 62.9 58.7 0.62 (0.47-0.82)
p-valor 0.009 0.045 0.0006

CAT rs1049982

€.-20C>T

HWE: 0.28 cc 479  127.81+0.94 79.07+0.50 41.0 42,5 1.00

MAF: 0.36 CT+TT 655 126.37+0.74 78. 80+0.38 59.0 575 0.73 (0.56-0.96)
p-valor 0.0027 0.022 0.023

CAT rs7104301*

C.*658 A>G

HWE: 0.48 AA+AG 997  126.90+0.63 78.43+0.33 90.9 91.0 1.00

MAF: 0.30 GG 102 129.29+2.07 79.31+1.03 9.1 9.0 1.26 (0.79-2.%0)
p-valor 0.0055 0.270 0.340

TXNRD2 rs5992495 ¥
€.172 T>G ( p.S299R)

HWE: 0.23 TT+TG 1050 126.95+0.61 78.39+0.32 97.8 95.3 1.00
MAF: 0.16 GG 35 132.35#3.34 83.29+2.08 2.2 4.7 3.80 (1.81-7.96)
p-valor 0.045 0.0034 0.0004

Valores son media + error estandar.

1, dbSNP 126. 2, nomenclatura estandar de la variacién segun recomienda “The Human Genome Variation Society”, Build 126, Ensembl
release 41.

HWE: p-valor del equilibrio de Hardy-Weinberg. MAF: Frecuencia del alelo menos frecuente, PAS: Presion arterial sistdlica (mmHg), PAD:
Presion arterial diastélica (mmHg). HTA: Hipertension, OR: Odds Ratio. ¥: Tag-SNP seleccionado de genes candidatos para estudios de
asociacion utilizando las bases de datos del proyecto HapMap. P-valor < 0.05 se muestra en negrita.

5.3.2.2.2 Analisis de Asociacion de los Haplotipos Obtenidos

A partir de los polimorfismos con cierta asociacion tanto con los niveles de PA sistélica como diastélica, se

han realizado los anélisis de asociacion de sus haplotipos con la hipertension.

La figura 5.11 muestra el mapa del desequilibrio de ligamiento para dos genes protectores de EO, junto con el
analisis de asociacion de sus haplotipos y el riesgo de hipertensién. Para el gen SOD3, encontramos 2 haplotipos, el
numero 2 y 4, que presentan valores de Odds ratio protectores de forma significativa a la hipertension. Ademas, el

haplotipo nimero 4, se encuentra asociado a unos niveles de PA sistélica y diastélica menores que el resto de
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haplotipos (diferencia de PAS entre haplotipo 4 y el nimero 1: -5.9 (IC:-9.32 - -2.49) mmHg ' diferencia de PAD: -
2.13,1C: -4.19 - -0.06 y p-valor: 0.00072 y 0.043, respectivamente.

Figura 5.11 Mapa del desequilibrio de ligamiento y analisis de asociacion entre los polimorfismos seleccionados y el riesgo de

hipertension: (A) SOD3 y (B) CAT. Dentro de cada cuadrado esté el valor de la R? del LD, colores mas oscuros muestran mayor desequilibrio de

ligamiento. Los polimorfismos seleccionados estan encuadrados en la figura.
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+tag-SNP.
HTA: Hipertension.

Num. Haplotipo! Frecuencia OR HTA p-valor
NoHTA HTA (IC 95%)
1 TA 0.355 0.343  1.00
2 CA 0.342 0.346  1.08(0.87-1.35) 0.470
3 CG 0.297 0300 1.32(1.05-1.65) 0.005
4 TG 0.006 0.003 0.76 (0.76 - 0.77) 0.001

Polimorfismos utilizado para la construccion del haplotipos del gen
CAT: rs1049982 y rs7104301

+ tag-SNP.
HTA: Hipertension.

En el caso del gen CAT, encontramos dos haplotipos asociados con la hipertensién. El haplotipo nimero 3

se muestra como un haplotipo de riesgo de desarrollar la enfermedad y esté presente en un 29 % de la poblacion.

Los individuos con esta combinacion muestran unos niveles de PAS y PAD mas elevado que el resto (diferencia de
PAS del haplotipo CG con respecto al de referencia (TA) es 2.55 (IC: 0.99 - 4.11) p-valor 0.0014 y la diferencia de
PAD es 1.38 (IC: 0.44 - 2.32) p-valor 0.0041. Mientras que el haplotipo 4 se muestra como un haplotipo protector

presente en un 0.7% de la poblacion.

5.3.2.2.3

Interacciéon Gen-Gen en Hipertension

En ninguno de los analisis realizados se encontrd una relacion estadisticamente significativa entre los

diversos genotipos de los distintos polimorfismos analizados y asociados con el riesgo de desarrollar hipertensidn.
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5.3.2.3  Asociacion de Valores de Microalbiimina y Riesgo de Microalbuminuria

5.3.2.3.1 Analisis de Asociacion de los Polimorfismos de Forma Individual

En la Tabla 5.16 se puede observar los analisis de regresion logistica donde compararon los niveles de
LogEUA vy riesgo de presencia de mALB entre los distintos genotipos de los polimorfismos estudiados. Se encontro
una fuerte asociaciéon entre dos polimorfismos del gen RAC2 y el mayor riesgo de mALB. Por otra parte, uno
polimorfismo del gen CAT, protector frente a EO, se ha relacionado de forma significativa con menores niveles de
LogEUA y menor riesgo de desarrollar mALB. Todos estos polimorfismos se mantuvieron en equilibrio de Hardy-
Weinberg en ambas poblaciones.

No se observaron diferencias de género entre estos polimorfismos. Los analisis fueron ajustados por las

posibles variables de confusion: edad, género, IMC, PA sistélica y glucemia.

Tabla 5.16 Anélisis univariante y de regresion logistica entre los niveles de logaritmo de EUA y el riesgo de mALB y los
diferentes polimorfismos en la poblacion general de Valladolid, ajustado por edad, género, IMC, presién arterial sistélica y
glucemia.

Gen - dbSNP/

Referencé Genotipo im. OR mALB
CYBA  rs7195830

Cc.*49G>A

HWE: 0.10 GG+GA 997 0.63+0.02 90.0 86.0 1.00
MAF:0.34 AA 115 0.69+0.05 10.0 14.0 1.57 (1.01-2.43)
p-valor 0.016 0.046

RAC2 53179967
C.477T>C (p.AL59A)

HWE: 0.069 TT 744  0.61x0.01 68.0 52.1 1.00

MAF: 0.18 TC+CC 363  0.69+0.02 32.0 47.9 1.98 (1.25-3.13)
p-valor 0.0009 0.0049

RAC2  rs2239774

c.84G>C(p.A27A)

HWE: 0.059 GG 775 0.61+0.01 70.9 54.2 1.00

MAF: 0.16 GC+CC 332  0.69+0.03 29.1 45.8 1.91 (1.21-3.02)
p-valor 0.003 0.008

CAT rs511895¥
.1326+1947G>A

HWE: 0.93 GG+GA 960 0.64+0.01 86.8 95.7 1.00
MAF : 0.36 AA 141 0.56+0.02 13.2 4.3 0.31 (0.33-0.88)
p-valor 0.009 0.013

1, dbSNP 126. 2, nomenclatura estandar de la variacion segun recomienda “The Human Genome Variation Society”, Build 126, Ensembl
release 41.

HWE: p-valor del equilibrio de Hardy-Weinberg. MAF: Frecuencia del alelo menos frecuente, LogEUA: Logaritmo de la excrecién urinaria de
albumina, %No: porcentaje de individuos normomicroalbuminricos, % Si: porcentaje de individuos microalbumindricos, OR mALB: Odds ratio
de mALB ¥: Tag-SNP seleccionado de genes candidatos para estudios de asociacion utilizando las bases de datos del proyecto HapMap. P-
valor < 0.05 se muestra en negrita.

5.3.2.3.2 Analisis de Asociacion Haplotipos Obtenidos
Tras la construccion de los correspondientes haplobloques y obtener los resultados del anélisis del
desequilibrio de ligamiento, evaluamos si existia alguna asociacion entres los posibles haplotipos y el riesgo de

desarrollar mALB en los sujetos.
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El analisis de asociacion de haplotipos revel6é que existia una correlacién significativamente estadistica entre
el haplotipo niimero 2 del gen CAT y el menor riesgo de padecer mALB, presente en el 30% de la poblacion de
Valladolid. Con respecto al gen RAC2, obtuvimos el haplotipo 3, presente en el 12 % de la poblacién, que estaba
asociado a mayor riesgo de mALB. A su vez, se puede observar como a partir de la combinacion de alelos de los
distintos polimorfismos obtenemos unos valores de significaciéon y odds ratio de riesgo mayor que cuando
estudiamos cada polimorfismo de forma separada (figura 5.12).

Figura 5.12 Mapa del desequilibrio de ligamiento y andlisis de asociacién entre los polimorfismos seleccionados y riesgo de

mALB: (A) CAT y (B) RAC2. Dentro de cada cuadrado esta el valor de la R? del LD, los colores més oscuros muestran mayor desequilibrio de ligamiento.
Los polimorfismos seleccionados estan encuadrados en la figura.
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5.3.2.3.3 Interaccion Gen-Gen en Microalbuminuria

En ninguno de los andlisis realizados se encontrd una relacién estadisticamente significativa entre los

diversos genotipos de los distintos polimorfismos analizados y asociados con el riesgo de desarrollar mALB.
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5.3.3

Evaluacion de Falsos Positivos: “False Positive Report Probability”

Debido al gran nimero de variables analizadas podriamos haber obtenido algunos resultados como falsos

positivos. Para evitar este problema, optamos por emplear la estrategia propuesta por Wacholder et al. (2004), que

consiste en calcular la probabilidad de reportar un falso positivo. Este calculo se realiza teniendo en cuenta el poder

estadistico, el p-valor y la probabilidad a priori de que exista una asociacion entre el polimorfismo y el fenotipo

oportuno.

anteriores y la probabilidad asignada de reportar un falso positivo para cada uno de ellos.

En la tabla 5.17 se presentan todos los resultados de las asociaciones positivas expuestas en los apartados

Nuestros resultados son consistentes con un valor menor de 0.2 para una probabilidad a priori alta 0.25,

debido al poder estadistico, la significacion observada y a la funcién biologica que desempefiarian.

Tabla 5.17. Probabilidad de reportar un falso positivo en las diversas asociaciones obtenidas anteriormente.

Gen Marcador
Hipertension
SOD3 12536512
CAT rs1049982
TXNRD2 rs5992495
Haplotipo
SOD3 2
SOD3 4
CAT 3

Genotipo

Microalbuminuria

XDH  rs10175754
CYBA  rs7195830
CYBA  rs7195830
RAC2  rs3179967
RAC2  rs2239774
CAT  rs769217
CAT 1511895
Haplotipo

CAT 2
RAC2 3

AG+GG
GA+AA
AA
TC+CC
GC+CC
CT+TT
AA

CAA
CCC

Odds ratio
(95% Cl)

0.62 (0.47-0.82)
0.73 (0.56-0.96)
3.80 (1.81-7.96)

0.80(0.65-0.98)
0.49(0.29-0.81
1.32(1.05 - 1.65)

0.16 (0.05-0.56)
3.64 (1.46-9.11)
157 (1.01-2.43)
1.98 (1.25-3.13)
1.91(1.21-3.02)
0.53 (0.30-0.92)
0.31(0.33-0.88)

Poder

Estadistico®

0.87
0.66
0.89

0.85
0.85
0.85

0.60
0.85
0.57
0.85
0.70
0.89
0.77

0.46 (0.30-0.72) 0.85
1.81(1.13-2.89) 0.85

P-valor

0.0006
0.023
0.0004

0.033
0.006
0.005

0.0004
0.0027
0.046
0.0049
0.008
0.023
0.013

0.0007
0.017

0.25

0.002
0.095
0.001

0.104
0.021
0.017

0.002
0.009
0.195
0.017
0.033
0.072
0.048

0.002
0.057

Probabilidad a Priori?2

0.1

0.006
0.239
0.004

0.259
0.060
0.050

0.006
0.028
0.421
0.049
0.093
0.189
0.132

0.007
0.153

0.05

0.013
0.398
0.008

0.425
0.118
0.101

0.013
0.057
0.605
0.099
0.178
0.329
0.243

0.015
0.664

0.01

0.064
0.775
0.043

0.794
0.411
0.368

0.062
0.239
0.889
0.363
0.531
0.719
0.626

0.073
0.952

Poblacion

OO0

OO0

O>PT000

[eXe]

a, Probabilidades de reportar un falso positivo de los odds ratios observados. El sombreado gris indica los resultados significativos para
reportar un falso positivo para la mayor probabilidad a priori. b Estimacion de la potencia estadistica para detectar una odds ratio de 0,67
(1/1.5, es decir, una disminucion en el riesgo con el mismo tamafio del efecto como un odds-ratio de 1,5) con un nivel igual al p-valor
observado. A: Poblacién de Hipertensos de Valencia, B: Poblacion de Hipertensos de Valladolid y C: Poblacion General de Valladolid.
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5.3.4 Sumario de Resultados del Estudio de Asociacion de Polimorfismos de Genes

Implicados en Estrés Oxidativo.

En el cuadro 5.2 se representa un resumen de las asociaciones con mayor significacién entre
los genes y sus polimorfismos estudiados y los marcadores de EO, los niveles de PA y el logEUA tanto en

poblacién de hipertensos como en poblacién general.

Cuadro 5.2. Resumen de las asociaciones obtenidas de los genes que codifican enzimas de sistemas oxidantes y antioxidantes.

Marcadores Presion Arterial LogEUA

de EO Hipertensos Poblacion  Hipertensos  Poblacion
General General

Sistema Oxidantes
XDH
(rs206812/rs2073316/rs10175754) ¢ -]- o/ o0/ - uf - S Y S .
CYBA(rs7195830) - - - ¢ ¢
CYBB - - - - -
NCF1 - - - - -
NCF2 (rs2274064) ¢ ¢ - - -
NCF4 - - - - -
RAC1 - - - - -
RAC? (rs9796725/rs3179967/rs2239774) - - - o - - - 44/ o0
Sistema Antioxidantes
Generales: - - - . .
SOD1 - - - - -
SOD2 - - - - -
SOD3 (rs2536512) - * * * -
CAT
(rs1049982/rs769217/rs7104301/rs511895) - o011~ ool-loa[-  leld- e
0GG1 - - - - -
Sistema GSH:
Sintesis:
GCLC - - - - -
GCLM - - - - -
GSS - - - - -
Regeneracion:
GSR - - - - -
G6PDH - - - - -
Utilizacion:
GPX1 (rs3448) *»" * - - -
GPX2 - - - - -
GPX3 - - - - -
GPX4 - - - - -
GPX6 - - - - -
Sistema Tiorredoxina:
TXN (rs2301241) - * - - -
TXN2 - - - - -
TXNRD1 - - - - -
TXNRD2(rs5992495) - - ¢ - -
TXNDR3 - - - - -

LogEUA: Logaritmo de la Excrecion Urinaria de Albimina. 4 p-valor de la asociacion <0.05. 44 p-valor de la asociacion <0.01
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6. Discusion

6.1 Discusion de Métodos

6.1.1 Diseno de la Tesis

El presente estudio tiene un disefio de corte transversal, formando parte de los estudios de un
grupo multicéntrico de estudio sobre hipertension arterial (HTA) esencial, en el que colaboraron el
Servicio de Medicina Interna del Hospital Clinico Universitario de Valencia y Unidad de Hipertension
Arterial y Riesgo Cardiovascular del Hospital de Sagunto, Valencia. Con el objeto de minimizar las fuentes
de variabilidad debidas a la seleccién de los pacientes, el estudio se ha centrado en pacientes

hipertensos esenciales de origen caucasico.

En la parte que concierne al estudio que se presenta en este proyecto de tesis doctoral, se
seleccionaron inicialmente 69 participantes hipertensos y posteriormente se amplié a 335 individuos. La
poblacién de estudio incluyd representantes de pacientes adultos jévenes que asistieron a la consulta
clinica de HTA, con una tasa de prevalencia de microalbuminuria (mALB) 24%. A fin de evitar diversos
factores de confusion, se excluyeron pacientes diabéticos, hipercolesterolémicos y con presencia de
enfermedad renal, fumadores y de edad avanzada, quienes tienden a aumentar las tasas de excrecion

urinaria de albimina (EUA) independiente de los valores de presion arterial (PA).

Los pacientes que nunca habian sido tratados con farmacos antihipertensivos fueron elegidos
para proporcionar una mejor estimacion de la PA del individuo, del impacto de la elevacion de la PA en la
mALB y evitar los posibles cambios inducidos por el tratamiento. Para reducir la variabilidad individual, se
calculd la media de la EUA a partir de dos muestras de orina de 24 horas tomadas en dias diferentes. Las
caracteristicas de los pacientes incluidos en el presente estudio permite la investigacion de los factores

que influyen en la aparicion de mALB en la HTA esencia, evitando diversos factores de confusion.

Con respecto al estudio llevado a cabo sobre la poblacion general de Valladolid, cabria decir que
fue disefiado como un estudio transversal observacional polifasico, realizado en el Servicio de Medicina
Interna del Hospital Universitario del Rio Hortega en Valladolid. La inclusién de esta cohorte nos permitié
conocer cOmo se asociaban las diversas variantes genéticas analizadas con el riesgo de HTA en una
poblacién general. Ademas, gracias a la extraccion de una subcohorte de sujetos hipertensos, que
mostraban caracteristicas similares al grupo de hipertensos de la Comunidad Valenciana, se lograron

replicar los datos en dos poblaciones independientes de hipertensos.
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Teniendo en cuenta que para lograr una verdadera replicacién se deberia cumplir una serie de
criterios: 1) los sujetos deberian definirse estrictamente de la misma forma que en el trabajo previo,
usando los mismos criterios de inclusiéon y de exclusién; 2) deberia aplicarse el mismo campo de
muestreo; y 3) deberia analizarse la misma o una poblacion de referencia similar. Una limitacion del
presente estudio es que nunca se puede conseguir una verdadera replicacion, dejando abiertas algunas
dudas no determinadas sobre la significacion real de las diferencias estadisticas observadas. A pesar de
seleccionar los hipertensos de la poblacion de Valladolid bajo unos criterios similares a los de la poblacion
de Valencia y excluyendo los sujetos tratados, diabéticos y fumadores; el rango de edad de los
hipertensos de Valladolid fue sutilmente mas alto y sus niveles de mALB eran claramente menores. Lo
que explicaria la diferencia de significacién entre ambas poblaciones aunque las frecuencias genotipicas
y los efectos mostrados por ambas cohortes fueron similares, excepto en la generacion de los haplotipos

que no llegaron a ser significativos en la poblacion de hipertensos de Valladolid.

Todos los sujetos incluidos en las distintas cohortes de estudio participaron dando su
consentimiento informado, que aseguraba la confidencialidad, proteccion a los participantes y garantia de
que los resultados de la investigacion fueran de acceso publico. Todos los estudios planteados fueron
aprobados por el comité ético del Hospital Clinico Universitario de Valencia y del Hospital Rio Hortega de
Valladolid.

6.1.2 Metodologia Empleada

Para evaluar el estrés oxidativo (EO) en sangre se utilizaron células mononucleares y plasma.
Se consideré el uso de estas células ya que se sabe que desempefian un papel importante en el proceso
de inflamacion de la pared vascular y su evaluacidn puede ser repetida de forma sencilla a lo largo del
tiempo, si fuera necesario, a fin de supervisar los cambios que se producen tras la aplicaciéon del
tratamiento antihipertensivo.

Los métodos para medir EO en los sistemas biologicos son numerosos. El EO se evalud
mediante la medicidn de tres componentes: el contenido de glutation total y la razén glutation oxidado y
glutation reducido, lo que indica el estado oxidativo en el momento de la medida, y la 8-0xo-dG nuclear, lo
que indica el equilibrio entre la acumulacién y la reparacién de dafios sobre el ADN inducidos por las
especies reactivas del oxigeno (EROs) y, por Ultimo, el MDA que esta indicando la peroxidacion lipidica.
Estas determinaciones se han realizado mediante deteccion por HPLC (del inglés High-performance liquid
chromatography), cuyos protocolos fueron puestos a punto y validados en el laboratorio de la Unidad de
de Toxicologia Metabdlica, del departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de la Facultad de
Medicina de Valencia (Saez, 2005).
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Asimismo, los protocolos comerciales de determinacion de metabolitos oxidativos y
cuantificacién proteica, tanto por técnicas colori-, fluori- espectrofotométricas fueron puestos a punto en
nuestras muestras, asegurandonos que mostraban una alta especificidad y sensibilidad en las medidas y

en la evaluacion de la magnitud del EO.

La cuantificacion de los niveles de ARNm, se llevé a cabo en nuestro laboratorio de la Unidad
de Genotipado y Diagnostico Genético de la Fundacién para la Investigacion del Hospital Clinico
Universitario de Valencia. En él se realizd el disefio, la optimizacion de la técnica y, por Ultimo, la
obtencién de los resultados.

El principio de cuantificacién mediante la técnica de PCR en tiempo real parece sencillo:
mientras mas copias de ARNm hay, menor nimero de ciclos de PCR son necesarios para alcanzar el
nivel umbral de deteccion (Ct, Threshold cycle). Pero en la practica, la relacion entre el nimero de copias
del ARNm molde y el Ct no es tan sencilla. En primera instancia, lograr cuantificaciones reproducibles a
partir de muestras que se encuentran a baja concentracion (<1000 copias) en una mezcla compleja de
acidos nucleicos, constituye muchas veces una tarea problemética (efecto Monte Carlo, Karrer et al.,
1995). Por eso, se optimizd la cantidad de oligonucledtido para obtener amplificaciones de alto
rendimiento (e= 10-"m =1.9) y curvas de fusién de alta pureza. Si la eficiencia es baja, disminuye la
sensibilidad del ensayo pero permite cuantificaciones con mayor precision (mayor reproducibilidad entre
repeticiones).

En segundo lugar, es necesario aplicar una adecuada estrategia de correcciéon que permita
controlar la cantidad de material de partida, las variaciones en la eficiencia de amplificacion y las
diferencias entre muestras. Parte de este problema se solucioné al realizar un ensayo de cuantificacion
donde se incluyeron muestras con un nimero de copias conocido. Asi obtuvimos curvas estandares para
cada gen y para cada reaccion de PCR a tiempo real (Shih et al., 2003), con lo que se logré calcular el
numero absoluto de copias de cada gen. Nuestros andlisis mostraron unos coeficientes de regresion
proximos a la linealidad (r2 = 0.99), con lo que se demostrd que existia una buena correlacién entre los
estadndares usados y la interpolacién de las muestras. Para reducir la variabilidad intramuestral, éstas
fueron amplificadas por duplicado y todos los datos fueron verificados usando la primera derivada de las
curvas de fusion.

Por ultimo, fue necesario realizar una normalizacion de la cantidad ARNm de cada muestra
respecto a la cantidad de un gen normalizador, preferentemente de expresién constitutiva en la célula
(control enddgeno). La seleccién de este control enddgeno es critica ya que este gen debe mantener un
nivel de expresion constante aun en diferentes estados fisioldgicos de la célula y no deben afectarse en
respuesta a los tratamientos que estamos evaluando, en caso de que asi sea. Ademas, para que este
método sea exitoso el rango dindmico entre la muestra y el control enddgeno debe ser similar. En nuestro

ensayo, seleccionamos como control endogeno el gen de la enzima gliceraldehido-3-fosfato
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deshidrogenasa, ya que era la mas adecuada para nuestro tipo celular y estudio especifico (Wassmann et
al., 2004).

La seleccion de los polimorfismos apropiados para el estudio plante6 algunos
inconvenientes. Tras elegir los genes candidatos para nuestro estudio, genes implicados en las rutas de
produccion y eliminacion de EO, se comenz6 la busqueda de los polimorfismos que nos aportaran la
maxima informacion de variabilidad para gen.

Aunque son muy abundantes los polimorfismos en el genoma humano, y existen grandes bases
de datos de polimorfismos candidatos disponibles para la seleccién de estos marcadores en el genoma
(Sherry et al., 2001; Kerlavage et al., 2002), no todos son adecuados para el desarrollo de los ensayos de
genotipado. Se ha reportado en la literatura que normalmente sélo el 50% de SNPs seleccionados al azar
en las distintas bases de datos resultan eficaces para determinar la susceptibilidad a una determinada
enfermedad, lo que provoca significativos retrasos y costes en la investigacion (Marth et al., 2001; Reich
et al., 2003; Marsh et al., 2002).

Esta alta tasa de fracaso se debe a tres factores: (1) Muchos de los registros de los
polimorfismos que existen en las bases de datos publicas son variantes generadas a partir de secuencia
de baja calidad que con frecuencia han demostrado ser artefactos raros o mutaciones raras (Marth et al.,
2001), aunque en los ultimos afios se han ido depurando la mayoria de la bases todavia pueden existir
parte de estos errores, (2) la presencia de polimorfismos duplicados de distintas regiones del genoma
(Heil et al., 2002), (3), incluso cuando se demuestra que un polimorfismo es una verdadera variante,
algunas veces no proporciona la informacion adecuada sobre una poblacién determinada (Dvornyk et al.,
2004). Para intentar evitar estos tres factores, nuestro grupo utiliz varias estrategias: El uso de
busquedas bibliograficas de asociaciones ya descritas anteriormente en cada gen, busqueda de variantes
que por su localizacion en el gen ademas de una frecuencia apropiada (alelo menor mayor de un 10% en
caucasicos) fueran interesantes y la utilizacion de una herramienta como el proyecto Hapmap, que
permitio aumentar la potencia del estudio de asociacién con los caracteres biomédicos (The International
HapMap Consortium, 2003). Hapmap proporciona informacién sobre la estructura de desequilibrio de
ligamiento (LD) de cada marcador en el genoma, permite seleccionar los marcadores llamados tagSNP e
identificar los haplotipos en los que existan variantes genéticas que influyen en alguna de las cuatro

poblaciones mundiales genotipadas.

La técnica de genotipado empleada, SNPlex™ Genotyping System, asume un rendimiento del
95%. Este porcentaje puede variar en funcién de las caracteristicas propias de los polimorfismos
seleccionados (secuencias adyacentes, tipo de polimorfismo, etc.) y del estado de las muestras (pureza,
concentracion y tipo de extraccion). El hecho de que exista mucha variabilidad entre las muestras dificulta
el correcto analisis de los genotipos, por lo que es importante que todas las muestras provengan del

mismo tipo de material biolégico y sean sometidas al mismo método de extraccion de ADN.
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Como medida de control de los resultados obtenidos, en el caso de algunos polimorfismos
procedimos a verificar los genotipos por secuenciacion de un 10% de las muestras. Por otra parte, en
cada ensayo de SNPlex se emplearon dos polimorfismos conocidos como controles positivos del ensayo.

En nuestro estudio, seleccionamos 115 marcadores genéticos y obtuvimos una tasa de éxito de
genotipado del 96%. El porcentaje de genotipado para cada SNP fue en promedio del 97%,
considerandose una tasa buena, ya que la mayoria de programas estadisticos recomiendan una tasa de
genotipado de alrededor de 90% y minima del 75%, (Barret et al., 2005).

A partir de los resultados obtenidos en el andlisis estadistico de asociacion para cada
polimorfismo de forma independiente es importante comentar el tema de los falsos positivos que pueden
aparecer y el problema de las comparaciones multiples. Conociendo que la probabilidad global de hallar
un resultado positivo (tomando como tal, p-valor <0.05) aumenta a medida que aumenta el nimero de
ensayos realizados, se suele aplicar la correccion por comparaciones multiples (multiple-testing) donde se
ajusta a la baja el umbral del p-valor en funcion del nimero ensayos independientes realizados,
reduciendo asi la probabilidad de encontrar un falso positivo. EI método de comparaciones mdiltiples mas
empleado es el método de Bonferroni, en el que el p-valor convencional se divide por el nimero de
polimorfismos que se transmiten de forma independiente. En nuestro caso, el p-valor seria fijado en
0.05/115, 0 0.0004.

Este método, sin embargo, es probablemente demasiado conservador, y muchos autores han
sugerido el uso de otros métodos (Wacholder et al., 2004; Freimer y Sabatti, 2004; loannidis, 2008;
Province, 2001; Sabatti, 2007). Dos de los mas populares son los siguientes: Calculo del “False-discovery
rate”, que consisten en la estimacion de la proporcion de asociaciones que son aparentemente
"verdaderas" (tras haber pasado un umbral requerido en la prueba). El método clasifica los p-valores de
las todas las asociaciones dentro de un estudio y posteriormente lo ajusta en funcién de su posicion en el
ranking de p-valor (Benjamin y Hochberg, 1995; Benjamini y Yekutielli, 2001). EI segundo método, “False
positive report probability”, utiliza la probabilidad de que una asociacion sea falsa cuando se observa un
determinado nivel de significacion estadistica, potencia del estudio y percepcion de que esa probabilidad
sea una asociacion cierta (Wacholder et al., 2004). Ademas los autores del método han construido una
hoja de calculo facil de usar que permite su calculo (Wacholder et al., 2008).

En los analisis estadisticos realizados para cada polimorfismo de forma independiente, y de sus
haplotipos, se estimé la correccidn del p-valor mediante la segunda aproximacion, “False positive report
probability’. Este tipo de analisis nos permitié valorar hasta que punto podian llegar a ser ciertos nuestros
resultados apoyandose en una probabilidad “a prior” baséandose en el hecho funcional y biologico de los
mismos y dependiendo de la potencia estadistica observada por el estudio. Por ejemplo, en el caso del
polimorfismo rs7195830 del gen CYBA existe una probabilidad mas alta de reportar un falso positivo en
comparacién con el polimorfismo rs2536512 del gen SOD3 que nos muestra una baja probabilidad y

ademas esta respaldado por otros estudios que lo relacionan con el riesgo de HTA (Naganuma et al.,
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2008). Por tanto, en el caso del polimorfismo de CYBA, que esta localizado en la regién 3'UTR de dicho
gen y sin descripciones previas, aunque nos estaria indicando una posible zona de susceptibilidad

genética a la enfermedad, deberemos confirmar su efecto en ensayos de funcionalidad,.

En el andlisis de las interacciones, utilizamos el programa MDR. Este método reduce la
dimensién multifactorial de las variables a uno, mediante la agrupacion de los diferentes genotipos en dos
grupos de riesgo: alto y bajo (Ritchie et al., 2001). A pesar de su utilidad demostrada, el método MDR
tiene algunos inconvenientes. Por ejemplo, el método no permite el ajuste por efectos principales ni por
variables confusoras, se restringe al uso de las variables categoricas como variables respuesta y la
agrupacion excesiva de genotipos puede hacer que algunas interacciones importantes no sean
detectadas (Calle et al., 2008). Por ello, hemos restringido su uso al intento de aproximacién hacia una
posible interaccion para posteriormente intentar clarificar si ésta es 0 no una interaccion certera. En el
apartado 5.3.1.2.3., se muestra cdmo podria existir una interaccién entre el polimorfismo rs206812 del
gen de XDH y el del rs3448 del gen GPX1. De hecho, la combinacion de estos dos polimorfismos estaria
asociada a niveles de PA y cada uno de forma independiente también con niveles de marcadores de EO.
Por lo tanto, el programa nos sirve de guia sobre las posibles interacciones, pero debido a las importantes

limitaciones, no podemos utilizarlo como una herramienta estadistica que nos aporte datos concluyentes.
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6.2 Discusion de Resultados
6.2.1 Estudio de Niveles de EO en HTA

La evaluacion de EO se ha realizado simultdneamente en plasma y en células mononucleares
periféricas. Estas células pueden contribuir a la liberacién de EROs en la pared vascular. En ambos
sistemas hemos encontrado un comportamiento similar, una disminucién de las sustancias antioxidantes
y un aumento en los marcadores de EO. Estos resultados concuerdan con lo que otros autores han
observado para otros sistemas celulares en sujetos hipertensos (Simic et al., 2006; Laffer et al., 2006;
Kedziora et al., 2004).

Concretamente en la HTA, hemos observado una importante reduccién de los niveles de
glutation (GSH). Este tripéptido es una importante molécula implicada en regulacion de los sistemas
biologicos, aparte de un eficiente antioxidante, por lo que su disminucién se ha relacionado con la
alteracion de un gran nimero de metabolitos y la expresion de diversos genes (Packer., 2005).

Las EROs oxidan el GSH y éste pasa a glutation oxidado (GSSG), lo que conlleva una reduccion
en su concentracion y un aumento en la de GSSG. Ademas, a pesar de que el incremento en EROs
podria inducir un aumento en la expresion de las enzimas antioxidantes, en realidad, lo que observamos
es una disminucién en la expresién de algunos sistemas antioxidantes, lo que llevaria a la bajada de
actividad antioxidante reportada por algunos autores (Romero y Reckelhoff, 1999; Chaves et al., 2007a).
Esta reduccion de la actividad de las enzimas antioxidantes en células mononucleares periféricas de
sujetos hipertensos iria acompafiada por la acumulacion de grandes cantidades de productos derivados
de la peroxidacion lipidica y la oxidacion de ADN en las células, lo que se correlaciona significativamente
con el aumento en las concentraciones de MDA y 8-0xo0-dG, respectivamente (Redon et al., 2003).

El MDA es la sustancia mas abundante entre los reactivos aldehidos derivados de la
peroxidacion lipidica y hemos mostrado que se encuentra significativamente aumentado en plasma, asi
como en células mononucleares periféricas de nuestra poblacién de hipertensos. Ademas, este aldehido
ha sido descrito como un agente causal en procesos citotoxicos, y es razonable suponer, que la liberacién
de esta molécula en la membrana celular podria interactuar e inducir modificaciones oxidativas en otras
células y en moléculas de LDL, lo que aumenta el riesgo de dafio en la enfermedad cardiovascular
(Steinberg et al., 1989).

El aumento observado en la oxidacion de ADN en células mononucleares periféricas de
hipertensos implica la participacion del radical hidroxilo (OH-) (Balasubramanian et al., 1998). Este radical
reacciona facilmente con el nucleétido guanosina y produce la base mutagénica 8-oxo-dG, por lo que ha
sido propuesto como una buena estimacion de la formacion de OH-. Por otra parte, el dafio producido por
este reactivo estaria afectando a la expresion de varios genes de respuesta a estrés, implicados en la
regulacién y proliferacién del ciclo celular (Prior et al., 1995). Asi, progresivamente, el aumento de la

oxidacién del ADN provocaria un envejecimiento acelerado de las células vasculares de estos pacientes.
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Un articulo recientemente publicado por nuestro grupo, muestra ademas como existe una correlacién
positiva significativa entre la relacién de GSSG/GSH y la determinaciéon de 8-oxo-dG en orina en
pacientes hipertensos, lo que haria de este ultimo un excelente marcador de facil monitorizacion de los
cambios en el estado oxidativo que se producen en el sujeto hipertenso (Espinosa et al., 2007).

Por consiguiente, este desequilibrio redox que se produce en la célula vascular, estaria
afectando al funcionamiento de la célula endotelial y contribuyendo al desarrollo y mantenimiento de

complicaciones cardiovasculares en la HTA.

Con respecto al tratamiento antihipertensivo, aunque mas adelante comentaremos los
efectos de éste sobre los niveles de ARNm, destacar que como era de esperar, el tratamiento
antihipertensivo redujo significativamente tanto la PA sistélica como la diastdlica, tanto para las PA
ambulatorias como clinicas a lo largo de tres meses. Ademas, el tratamiento antihipertensivo logré reducir
los parametros de EO, alcanzando valores cercanos a la normalidad, gracias al aumento en los niveles de
GSH y a la reduccién de la razén GSSG/GSH (Saez et al., 2004). Los cambios en estos niveles fueron
similares en sujetos que recibieron tratamiento no farmacoldgico, bloqueante de los receptores de la
angiotensina, y en aquellos a los que se les administraba un B-bloqueante.

Por otra parte, durante la evaluacién de la relacién entre los valores de PA y marcadores de
EO, observamos como existia una fuerte asociacién entre ambos. Esta correlaciéon sugiere que estos
marcadores tendrian algun efecto en la modulacion de la presién arterial, ya que como consecuencia de
este aumento de EROs, seria de esperar una reduccion de la vasodilatacién, producida por la reduccion
en la biodisponibilidad del oxido nitrico (NO), que se produce en las células del musculo liso vascular del
endotelio en los pacientes hipertensos (Lassegue y Griendling, 2004; Touyz, 2005). A su vez, la
elevaciéon aguda de la presion arterial se ha demostrado que aumenta la produccion del radical
superoxido (Oy) (Harrison et al. 1997), lo que explicaria la compleja interdependencia entre estas

variables.

Por ultimo, en este apartado analizaremos la relacion entre la respuesta oxidante y la
mALB. Cuando analizamos los marcadores de EO en sujetos hipertensos, observamos que en las
células mononucleares de los sujetos microalbumindricos se exhibian mayores valores de EO que en los
normoalbuminuricos. Este EO fue el principal determinante de la excrecién urinaria de albimina cuando la
presion arterial ambulatoria a 24 horas, el nivel de glucosa y los niveles de colesterol se incluyeron en el
andlisis de regresién mdltiple. Este hecho, estaria indicando cémo el desequilibrio redox producido en las
células mononucleares estaria afectando a la funcién de las células endoteliales y contribuiria en el
incremento de la EUA. Otros estudios ya habian descrito el aumento en las cifras de EO en
microalbuminuricos aunque no la relacion entre las EROs y los valores de presion arterial (Lerman al.,
2001; Trolliet et al., 2001). Es evidente que las EROs y el EO tienen un papel fundamental en el rifién,

dada su importancia en diversas vias metabdlicas y efectos directos sobre las células del glomérulo. Por
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ejemplo, provocan la disfuncion de la barrera de filtracién glomerular (Vink y Duling,1996), interfieren con
la biodisponibilidad de NO y activan la produccion de mediadores inflamatorios como el factor nuclear
kappa B en las células endoteliales glomerulares. Los procesos inflamatorios estarian aumentando la

permeabilidad a través del glucocalix, lo que provocaria el incremento de la EUA.

6.2.2 Estudio de Niveles de ARNm de Genes Implicados en Estrés Oxidativo

Esta parte del estudio fue disefiada para evaluar los niveles de ARNm de las principales enzimas
antioxidantes intracelulares y el complejo NADPH oxidasa, como oxidante. En este trabajo y en otros
(Redodn et al., 2003; Chaves et al., 2007b) se observé un aumento de EO, acompafiado de la reduccion
en las actividades de las enzimas antioxidantes en hipertensos. Estos eventos parecen ser en parte como
consecuencia del efecto inhibitorio de los EROs sobre estas enzimas antioxidantes y/o una respuesta
inadecuada de las enzimas antioxidantes: CuZnSOD, CAT, sistema glutation (GCLs, GPXs, GSS y GSR).

Los bajos niveles de ARNm de estas enzimas a pesar del aumento de EO, asi como la reduccidn
de estos niveles todavia mas fuerte cuando los valores de EO se normalizan tras la aplicacion del
tratamiento, respaldan la existencia de que se esté produciendo en la célula una respuesta inadecuada
frente a EO.

A pesar de que en este trabajo no hemos evaluado los niveles de actividad o cantidad de
proteina total de estas enzimas, nuestro grupo si que ha desarrollado investigaciones con respecto a
estas medidas, observando que existe un descenso de la actividad de la principales enzimas
antioxidantes en la HTA. Sin embargo, no esta claro si la reduccion de los niveles de ARNm de la HTA se
debe a la inactivacion de enzimas por el aumento de EO o a un mecanismo inhibitorio de la expresion
génica condicionada por el entorno hipertenso o a ambas posibilidades.

Hasta el momento, el aumento de EO en hipertensos se habia atribuido a la hiperactividad de los
mecanismos que aumentan la produccion de EROs. Los dos radicales libres principales que se producen
en la HTA en humanos, y en una amplia variedad de modelos animales de HTA, son el radical superoxido
(O2) y el radical hidroxilo (OH-), (Wu y Jourlink., 2002; Dobrian et al., 2001; Reckelhoff y Romero, 2003).
El Oz, uno de los radicales libres mas activos en la pared vascular, se produce principalmente por la
hiperactividad de la NADPH oxidasa. Segun esta hipétesis, hemos encontrado cémo en las células
mononucleares, acompafiado de este incremento de EO, se produce un aumento en los niveles de
algunos de los principales componentes del complejo NADPH oxidasa. Ademas, durante el tratamiento
antihipertensivo los niveles de ARNm de los genes CYBB, NCF1, NCF2 y RAC2, que inicialmente se
encontraron significativamente mas altos que en el grupo control, y los de los genes CYBA 'y RACT que
inicialmente fueron iguales, disminuyeron significativamente con la reduccién en el nivel EO.

Una explicacion alternativa para el alto nivel de EO observado en hipertensos, que no excluye la
anterior, es la existencia de alteraciones en las actividades enzimaticas antioxidantes. Las enzimas

antioxidantes constituyen una parte importante del total de la actividad antioxidante de las células
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aerobicas. La coordinacion de las funciones antioxidantes tiene como resultado el mantenimiento de los
niveles de las EROs por debajo de los valores criticos, compatibles con el rendimiento y la viabilidad
celular. Se conoce que cada una de estas enzimas es susceptible de ser inactivada por las EROs y que
su oxidacion conduce a su degradacion mediada la accion del proteosoma, en gran medida (Salo et al.,
1990; Davies, 1987; Pigeolet et al., 1990; Pigeolet y Remacle, 1991). Por otra parte, ya sea directamente
0 a través de productos derivados, las EROs regulan la expresion de estos genes antioxidantes, entre
otros genes, como parte de una respuesta adaptativa (Dalton et al., 1999; Morel y Barouki, 1999).

La reduccion de la actividad de las enzimas cobre-zinc superdxido dismutasa (CuZnSOD),
catalasa y sistema glutation se debe, en parte, a una consecuencia de la inactivaciéon de enzimas y la
degradacién inducida por sus propios productos (Cabelli et al., 1989) o por los radicales libres (Grune et
al., 1998). Los niveles de ARNm observados en estas enzimas en la HTA sdlo pueden explicarse por la
existencia de una alteracion en la respuesta de expresion, ya que no se ha descrito importantes
regulaciones post-transcripcional o post-translacional de estas enzimas. Por otra parte, la respuesta
anormal al EO parece que se mantiene incluso tras el tratamiento cuando estos niveles de EROs
disminuyen.

De esta manera, la regulacién a la baja de la expresion del gen SOD1, que codifica para la
enzima CuZnSOD, debida al aumento de EO, se ha descrito en otras condiciones como en el rifién y el
higado de ratas con insuficiencia renal crénica inducida por la reducciéon de masa renal (Vaziri et al.,
2003).

En contraste con el comportamiento del gen SOD1 observado en la HTA, los niveles de ARNm
del gen SOD2, que codifica para la superoxido dismutasa mitocondrial (MnSOD), eran mas elevados en
sujetos hipertensos que en el grupo control, y con el tratamiento antihipertensivo estos niveles se
redujeron. Estos resultados controvertidos entre las enzimas MnSOD y CuZnSOD no son inesperados,
dado que presentan distintas localizaciones. La MnSOD es activa en la mitocondria mientras que la
CuZnSOD en el citoplasma, y sus regiones promotoras difieren bastante entre si. El gen SOD2 se induce

por citoquinas, aparte de presentar una regulacion postraduccional muy fuerte (Zelko et al., 2002).

A continuaciéon se comentard las diferencias observadas entre los sistemas antioxidantes
glutatién (GSH) y tiorredoxina (TRX): Una parte de este trabajo consistio en la evaluacion simultanea de
estos dos importantes sistemas en sujetos hipertensos en ausencia y tras el tratamiento antihipertensivo.
En hipertensos sin tratar, en presencia de EO crénico, se observaron discrepancias en los niveles de
ARNm de los distintos componentes de los sistemas de GSH y TRX. Ademas de los bajos niveles de
GSH, la disminucién de los niveles de ARNm de los genes (GCLM, GCLC, GSS y GSR) fueron
observados en las células mononucleares de sujetos hipertensos, en comparacidn con los controles. Por
tanto, si el ARNm de las enzimas que tienden a mantener los niveles de GSH se reducen, esto puede

haber contribuido a los bajos valores observados de GSH.
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Ademas, estos bajos niveles de ARNm disminuyeron aun mas tras el tratamiento
antihipertensivo, cuando el EO se redujo y los niveles de GSH aumentaron, posiblemente debido a que
las necesidades de GSH eran mas bajas que en ausencia de tratamiento. Los datos pueden indicar que
en los sujetos hipertensos no tratados, la expresion de ARNm del sistema GSH fue el mas alto posible y
que la reduccion de EO por tratamiento antihipertensivo redujo la induccion de estos genes. Estos datos
confirman que el EO en la HTA esencial no sélo depende de una mayor producciéon de EROs, sino
también de una respuesta anormal de regulacion de los mecanismos antioxidantes como el sistema GSH

y CuZnSOD y catalasa, como acabamos de ver.

En contraste con el sistema de GSH, los niveles de ARNm de los genes TXN'y TXN2, asi como
los de dos de las tiorredoxina reductasas (TNXRDs), TNXRD1 y TNXRD2, fueron significativamente
mayores en hipertensos que en los controles. Cuando el tratamiento redujo los niveles de EO, los niveles
de ARNm de estos genes se redujeron en paralelo con EO aunque se mantuvieron en niveles més altos
que en los controles. Estos datos pueden reflejar que, bajo un EO crénico, el sistema TRX esta
respondiendo mediante el aumento de expresion de sus genes. La reduccion de EO reduce el nivel de
estimulacion, un patrén de comportamiento similar se ha descrito por una rapida induccion por EO
(Haendeler et al., 2004; Hagg et al., 2006).

En muchas situaciones, ambos sistemas estan coordinadamente regulados (Hagg et al., 2006;
Jurado et al., 2003), pero en nuestros resultados hemos encontrado una profunda disparidad entre ellos.
Esto podria explicarse por una diferente regulacion bajo los efectos de EO crénico presentes en la HTA
esencial. En esta situacion, poco se sabe sobre la regulacidn y la respuesta de ambos sistemas. En
condiciones de EO no crénico, la sintesis de GSH es inducida por marcadores de EO mediante la
activacion de la transcripcion de ARNm de dos subunidades de la y-glutamato cisterna ligasa (GCL),
GCLC y GCLM (Wild y Mulcahy, 2000). Ademas, la actividad de GCL se coordina con la activacién de la
glutatién sintasa (GSS) para inducir la sintesis de GSH. Una relacién directa se ha observado entre los
niveles de ARNm de ambas enzimas (Krzywanski et al., 2004). En el caso de la HTA, los niveles de
ARNm de ambas subunidades estan disminuidos con respecto a los controles, pero probablemente en
ese punto estaran expresando su maxima capacidad, ya que cuando los pacientes son tratados con
farmacos antihipertensivos, estos niveles disminuyen. Estos datos indican que los hipertensos muestran
su maxima expresion de todas las enzimas antioxidantes en respuesta al presente EO en la patologia,

pero sus sistemas antioxidantes no son capaces de controlar este exceso de EO.

Por otra parte, las diferencias en el comportamiento de estos dos sistemas estaban presentes no
so6lo en la situacién basal, sino también durante el tratamiento antihipertensivo. Mientras los niveles de
ARNm del sistema GSH no mejoraron, a pesar de la reduccién de EO, los niveles de ARNm del sistema

TRX, aunque disminuyeron, siguieron siendo superiores al de los sujetos control tras el tratamiento. Estos
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datos pueden indicar una activacion del sistema de TRX debido a los elevados y mantenidos niveles de
EO, aunque bajo tratamiento antihipertensivo este sistema responde disminuyendo.

Aunque el estudio no fue disefiado para buscar diferencias entre los distintos tipos de
tratamiento, es interesante comentar la ausencia de diferencias entre los distintos grupos de tratamiento.
Aunque el tratamiento puede afectar a los niveles de Ang Il 0 a la actividad de inhibidores especificos
NAD(P)H-oxidasa, como apocinina, evitando la generacion de EROs (Hirota et al., 2002), deben existir
otros mecanismos responsables de la generacion de EROs en la HTA. De esta manera, el aumento de
los niveles de EO y los bajos niveles de ARNm del sistema GSH puede indicar que las células
mononucleares de los sujetos hipertensos tienen una menor proteccidén frente a EO. Ademas, los
pacientes en tratamiento muestran una proteccion mas débil y esto puede suponer una mayor
sensibilidad a situaciones de EO y, por tanto, facilitar, la progresién de una lesion oxidativa continua o
esporadica. Estas alteraciones pueden facilitar el desarrollo de disfuncion endotelial y el dafio de diversos
dérganos diana (Modlinger et al., 2004; Raij, 1999; Wilcox, 2005; Zalba et al., 2001).

Por Ultimo, los datos actuales también ofrecen informacion acerca de la importancia relativa del
los sistemas GSH y TRX en la defensa contra la sobreproduccion cronica de radicales libres en la HTA.
De acuerdo con el comportamiento observado y el estado de EO, el sistema de GSH juega un papel mas
importante que el sistema TRX en el control de EO en la HTA. Probablemente, el sistema TRX esta
inducido cuando el GSH intracelular es consumido por los efectos cronicos de EO. Sin embargo, a pesar
de la induccion del sistema TRX, este sistema no es capaz de controlar el aumento de la generacion de

EROs, cuando existe una respuesta inadecuada por parte del sistema GSH.

Por otra parte, en el desarrollo de la microalbuminuria se conoce como las altas concentraciones
de proteinas en el fluido tubular causan toxicidad renal y la produccion de citoquinas proinflamatorias y
factores vasoactivos, lo que se traduce en isquemia regional, proliferacién de fibroblastos, aumento de la
sintesis intracelular de la matriz, infiltracion de leucocitos y lesiones glomerulares (Williams y Coles, 1994;
Remuzzi et al., 1997). El efecto de los monocitos, y su capacidad para producir un aumento de EO,
provocado por la activacién del complejo NADPH oxidasa, se han abordado en numerosos estudios
(Heinzelmann et al., 1999; Agnihotri et al., 1995; Heitzer et al., 1999; Wenzel et al., 2000; Newman et al.,
2000; Rastaldi et al., 2000). Los datos que observamos en el presente estudio se correspondieron con lo
anteriormente mencionado. Cuando analizamos los niveles de ARNm en los sujetos microalbuminuricos
versus normoalbuminuricos, observamos como estos niveles eran mayores en diversos componentes del
complejo NAD(P)H-oxidasa, concretamente en el gen CYBA que codifica para la subunidad p22phox. Por
otra parte, también se observé una activacion de los sistemas antioxidantes, como la MnSOD y el sistema
TRX, para intentar compensar este exceso de produccion de EO que se observa en este grupo de

pacientes.
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6.2.3 Estudio de Polimorfismos Implicados en EO

El andlisis genético de los rasgos y enfermedades multifactoriales, como la HTA o la mALB, esta
ultima como un marcador temprano de dafio organico, se considera complejo debido a su origen
poligénico, a la heterogeneidad genética, a la penetrancia variable y a las interacciones gen-gen, gen-
ambiente y ambiente-ambiente que pueden ocurrir (Sharma et al., 1999). En esta tesis se ha evaluado la
influencia de diferentes polimorfismos de los sistemas pro-oxidantes y antioxidantes en la presion arterial
y la excrecién urinaria de albimina (EUA) en pacientes con HTA esencial. Durante el desarrollo de este
trabajo y de manera complementaria, también se genotiparon todos los polimorfismos en otra poblacion
general de 1502 individuos. Esta caracterizacion nos ha permitido obtener informacién importante sobre
el riesgo de HTA y mALB en poblacion general.

A continuacion evaluaremos la influencia de cada uno de los polimorfismos donde hemos

encontrado alguna asociacion en funcién del gen al que pertenezcan.

6.2.3.1 Sistemas Productores de Estrés Oxidativo

Xantina Oxidorreductasa (XDH)

El gen XDH esté localizado en el brazo corto del cromosoma 2, se extiende por mas de 150kb y
se organiza en 36 exones (Terao et al., 1997). Aunque varios polimorfismos se han descrito a lo largo de
este gen en las bases de datos, el potencial impacto de las variaciones del gen XDH no ha sido

analizado.

En nuestros resultados pudimos observar como tres polimorfismos de este gen se asociaron a
niveles de PAS, EUA y EOQ. El haplotipo de dos de ellos, también mostro significacién con los valores de
PAS.

En el presente estudio, se observé una relacion entre dos polimorfismos del gen XDH, rs206812
(c.-337 G>A) y rs2073316 (c.564+64T>C), analizado de forma independiente y sus haplotipos con valores
de PAS. Ademas, el EO, medido por los niveles de GSSG, también fue mayor en el genotipo que
mostraba un mayor valor de presién arterial sistélica, para el polimorfismo rs206812 (c.-337 G>A).

Por otra parte, encontramos cdmo el polimorfismo rs10175754 (¢.307-33 A>G), que estaba en
desequilibrio de ligamiento con el rs2073316, mostraba una fuerte asociacién con los niveles de EUA, en
ambas poblaciones de hipertensos analizadas.

En articulos previos, se ha descrito una relacién positiva entre los valores de PA y la actividad de
la XDH en preeclampsia e HTA esencial (Newaz et al., 1996; Yildirim et al., 2004). Por lo tanto, se podria

asumir que determinados polimorfismos podrian facilitar el incremento de la presién arterial en sujetos
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con unos genotipos concretos que predisponga a altos niveles de presion arterial y en consecuencia a
incrementar las posibilidades de desarrollar HTA.

La posible relacién entre los polimorfismos y el aumento de los niveles de presion arterial podria
explicarse a través de un aumento de EO inducido por los alelos asociados a los valores mas elevados de
la presién arterial. La influencia de estos polimorfismos puede ser importante en la produccion de
radicales libres en hipertensos y esto puede reflejarse por el aumento de los derivados oxidativos. El
incremento de EO en el mismo alelo del polimorfismo (c.-337A), en el que hemos encontrado un
incremento de la presion arterial puede indicar la influencia de la actividad XDH y su produccién de
radicales libres en los niveles de presién arterial.

En seres humanos, la actividad de la XDH se ha relacionado con diversas enfermedades renales
y cardiovasculares, presién arterial, HTA y disfuncidén endotelial en varios tejidos (Laakso et al., 2004).
Existen evidencias de que la actividad de XDH puede inhibir la vasodilatacién dependiente de NO en
células musculares lisas e incrementar la disfuncién vascular (Houston et al., 1999; Landmesser et al.,
2002). También se conoce como esta enzima puede estar implicada en la generacion de EROs en el
rifidn en condiciones patoldgicas, como dafio renal (Greene y Paller, 1992) e hipertrofia renal inducida por
la HTA (Laakso et al., 2004). En este sentido nuestros datos podrian estar relacionados con este aumento
de actividad en la mALB, donde observamos como individuos con el genotipo AA para el polimorfismo

rs10175754 muestran unos mayores valores de EUA y riesgo de desarrollar mALB.

Hasta ahora, no hay informacién acerca de la influencia de estos polimorfismos en la actividad
de la enzima. El polimorfismo rs206812 (c.-337 G>A) situado en el promotor del gen, podria estar
implicado en la regulacion de su expresion. Los polimorfismos rs2073316 (c.564+64T>C) y rs10175754
(c.307-33 A>G), podrian causar por si mismos el efecto observado mediante la alteracion del
procesamiento de ARN mensajero o estar en desequilibrio de ligamiento con otro polimorfismo que fuera

el causante de modificaciones en la actividad de la proteina y elevar los niveles de PA 'y EUA.
En resumen, los polimorfismos del gen XDH parecen estar relacionados con los niveles de PAS

y EUA en paralelo con un incremento en los parametros del EO en células mononucleares periféricas
(Chaves et al., 2007b).
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Nicotinamida Adenina Dinucleétido Fosfato Oxidasa (NAD(P)H Oxidasa)

NUmerosos estudios indican el importante papel del complejo NADPH oxidasas en patologias
vasculares como la HTA (Rajagopalan et al., 1996) y la aterosclerosis (Barry-Lane et al., 2001). Este
complejo NADPH oxidasa es activado por numerosas moléculas como la angiotensina Il, noradrenalina y
el factor de necrosis tumoral alfa entre otras (Griendling et al., 2000) y es la principal fuente de EO en
células de la pared vascular (Griendling et al., 2000). Este complejo puede jugar un papel crucial en la
formacién de EROs en el rifidn en condiciones patologicas, actuando como mediador de procesos de
apoptosis en células tubulares o podocitos y proliferacién celular en células mesangiales, con lo que
provocaria un detrimento de la funcion renal (Jiang, 2009). En el presente trabajo, hemos encontrado
diversas variaciones genéticas asociadas a un incremento en los valores de EUA y a su vez con el riesgo
de desarrollar mALB, mostrando como estas variaciones influyen en la patologia hipertensiva renal.

El complejo NADPH oxidasa esta formado por el citocromo b558 localizado en la membrana
(compuesto de una proteina de bajo peso molecular, p22phox, y la subunidad p91phox) y cuatro
subunidades citosélicas (p47phox, p67phox, p40phox y rac1 o rac2), que son translocadas y asociadas al
citocromo durante la activacién del complejo. La activacion NADPH oxidasa se produce a través de: 1)
modificaciones post-traduccionales de proteinas y 2) la translocacién a la membrana citoplasmatica de las
subunidades de regulacion, en particular p47phox aunque la p67phox es esencial (Griendling et al.,
2000).

Citocromo b-245, polipéptido alfa (CYBA)

El gen CYBA codifica una proteina 22-kD compuesta por 195 aminoacidos con un alto contenido
de prolina (10%). Esta proteina, conocida con el nombre subunidad p22phox, forma una parte
fundamental del complejo NADPH-oxidasa. EI gen CYBA esta situado en el brazo largo del cromosoma
16 en la posicion 24. Se extiende por 8,5 kb y estd compuesto de seis exones. Un gran nimero de
polimorfismos genéticos se han identificado en el promotor y regiones codificantes del gen, algunos de los
cuales son capaces de influir en la expresion génica y la activacion de NADPH oxidasa, dando lugar a
importantes diferencias funcionales entre los individuos. Ademas, algunos de estos polimorfismos se han
asociado con diversas enfermedades cardiovasculares, como la HTA, la enfermedad arterial coronaria y
la diabetes. Uno de los polimorfismos méas extensamente estudiado ha sido el rs4673, ¢.214C>T conocido
como el polimorfismo C242T, que produce el cambio de histidina a tirosina en la posicion 72 de su
secuencia proteica. Sus resultados de asociacion han sido contradictorios, algunos autores confirman la
correlacion entre el polimorfismo C242T y la HTA arterial en poblacion caucasica (Moreno et al., 2007) y
la enfermedad renal (Perianayagam et al., 2007; Doi et al., 2005), mientras que otros reportan la falta de
asociacion entre este polimorfismo y la pre-eclampsia (Raijmakers et al., 2002). Cuando analizamos este

polimorfismo en las distintas poblaciones no encontramos ninguna correlacién con respecto a valores de
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PA, riesgo de HTA o mALB. Esta falta de asociacion podria deberse a que existan demasiados factores
de riesgo cardiovascular capaces de confundir los posibles efectos del presente polimorfismo en
enfermedades poligénicas como la HTA. Recientemente también se han caracterizado dos variantes
genéticas en el promotor del gen, los polimorfismos ¢.-930A>G y ¢.-675A>T, que se asocian con una
hiperactividad de la NADPH oxidasa en la HTA arterial (Moreno et al., 2007).

Entre nuestros resultados hemos encontrado como el alelo A del polimorfismo rs7195830,
localizado en la regién 3'UTR del gen en la posicién ¢.*69 G>A, se asocié a valores elevados de EUA
tanto en las poblaciones de hipertensos como en poblacién general y a su vez con un mayor riesgo de
desarrollar mALB que el alelo G, mas frecuente. Debido a su posicidn este polimorfismo podria estar
afectando a la tasa de transcripciéon al modificar la estabilidad y el procesado del ARNm. Este
polimorfismo fue analizado en un estudio multicéntrico caso-control en sujetos con linfoma no Hodgkin sin
encontrarse asociacion alguna (Wang et al., 2004). Esta es la primera correlacion positiva que se
encuentra entre valores de EUA y el riesgo de mALB en el complejo NADPH oxidasa, ya que en
anteriores trabajos donde se analizé la posible influencia del polimorfismo ¢.214C>T y niveles de EUA no

se hallé ninguna relacion significativa (Kuznetsova et al., 2008).

Factor citosélico de neutréfilos 2 (P67phox o NCF2)

El Factor citosdlico de neutrofilos 2 (NCF2) es una proteina de 526 aminoacidos y masa
molecular de 67 kD, codificada por el gen NCF2, que esta ubicado en el cromosoma 1q25. Este tiene una
longitud de 40 kb y contiene 16 exones que generan un ARNm de 2.4 kb (Kenney et al., 1993). Se han
descrito diversas mutaciones en su secuencia genética, todas ellas dan como resultado una ausencia
total del producto proteico (Leusen et al., 1996; Bonizzato et al., 1997) y produciendo la enfermedad
granulomatosa crénica por deficiencia de NCF2. Ningin polimorfismo en NCF2 se ha demostrado estar

asociado con otra enfermedad humana distinta de la enfermedad granulomatosa crénica.

En nuestros resultados hemos encontrado que el alelo C presentaba mayores niveles de PAS
que el alelo T en ambas poblaciones de pacientes hipertensos. Ademas el alelo C también se
correlacionaba con mayores niveles de 8-oxo-dG. Este polimorfismo se localiza en el exén 5 del gen 'y
corresponde a una sustitucion conservativa del aminoacido lisina a arginina en la posicion 181. No se ha
encontrado ninguna asociacion previa entre este polimorfismo y alguna enfermedad. La asociacion
hallada en este polimorfismo hace que sea interesante su estudio funcional o la busqueda de algin otro
polimorfismo en desequilibrio de ligamiento con él, que nos ayude a desvelar las claves que podrian estar

afectando a la activacion del complejo NADPH oxidasa en la regulacién de la presion arterial.
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Proteina pequeiia de unién a GTP (RAC 2)

El gen RAC2 contiene 7 exones, repartidos a lo largo de 18 kb del cromosoma 22q. La proteina
codificada por este gen es una GTPasa que pertenece a la superfamilia RAS de proteinas pequefias de
union a GTP. Los miembros de esta superfamilia parecen regular gran diversidad de eventos celulares,
incluido el control del crecimiento celular, la reorganizacion del citoesqueleto, y la activacion de proteinas

quinasas, esenciales para el ensamblaje del complejo NADPH oxidasa, y la produccion de EROs.

Cuando analizamos los polimorfismos presentes en este gen y los niveles de EUA y riesgo de
mALB, encontramos dos polimorfismos asociados en la poblacién general de Valladolid. El polimorfismo
rs3179967 (c.477 T>C; p. A159A), que no produce un cambio de aminodcido, se asocid a mayores
niveles de EUA cuando los sujetos presentaban el alelo C. Con respecto al polimorfismo rs2239774
(c.84G>C; p.A27A; tag-SNP) también observamos un aumento en los valores de EUA en los individuos
que contenian el alelo minoritario, C. Ademas cuando incluimos estos dos polimorfismo en el analisis de
haplotipos, junto con el polimorfismo rs9798725, situado en la region 3'UTR del gen y que también habia
mostrado unos niveles elevados de EUA en los individuos que contenian el alelo C de este polimorfismo
en ambas poblaciones de hipertensos, se observod como el haplotipo formado por todos los alelos C de
cada uno de los polimorfismos presentaban un riesgo incrementado con respecto al grupo de referencia (
CTG) para los polimorfismos: 9798725, rs3179967 y rs2239774.

A pesar de que estos polimorfismos no estén alterando la funcion de la proteina por si solos,
podria ser que algun polimorfismo en desequilibrio de ligamiento con ellos o incluso el polimorfismo
rs9798725, situado en la region 3'UTR, estuviera modulando la actividad del gen o de la proteina y el
ensamblaje de esta subunidad al complejo y en consecuencia nos estarian ayudando a caracterizar la

susceptibilidad a la microalbuminuria.
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6.2.3.2 Sistemas Protectores frente al EO

Hemos encontrado distintas variaciones asociadas a los niveles de PA, EUA y riesgo de mALB e
HTA distribuidas a lo largo de todos los sistemas antioxidantes. Comentaremos cada uno de los genes en

donde las hemos encontrado.

Superoxido dismutasa 3, extracelular

El gen SOD3, que codifica para la proteina superdxido dismutasa extracelular (ECSOD), se
encuentra en el cromosoma 4p16.3-g21, contiene tres exones y dos intrones. En el cuerpo humano,
ECSOD esta presente en la mayoria de los tejidos pero en pequefias cantidades. Sin embargo, dentro de
los tejidos vasculares su presencia aumenta hasta alcanzar entre 30 y un 50% del total de la actividad
SOD, mantenimiento los niveles del radical superdxido bajos y la biodisponibilidad de NO éptima para que
se produzca la relajacion vascular y una adecuada regulacién de la presion arterial (Stralin et al., 1995;
Gongora et al., 2006; Fattman et al. 2003). Varios estudios han investigado el papel de la ECSOD en la
enfermedad vascular y la HTA, teniendo en cuenta que una alteracién en la funcién ECSOD es probable
que influyan en el desarrollo de ambas condiciones (Zhou et al., 2006; Géngora et al., 2006; Welch et al.,
2006; Welch et al. 2005).

Los resultados presentados en esta trabajo mostraron como el alelo A del polimorfismo
rs2536512, que produce la sustitucion de un aminoacido alanina a treonina en la posicion 58 del gen
SOD3, estaba relacionado con mayores niveles de PAS y PAD tanto en la poblacién de hipertensos como
en la poblacion general de Valladolid, ademéas estos valores también fueron mayores en la EUA en la
poblacién de hipertensos. El estudio en la poblacién general nos permitié evaluar el riesgo presente de
HTA, observando cdmo este mismo alelo también estaba asociado a un mayor riesgo de HTA. A su vez el
estudio de haplotipos del gen mostrd una combinacién entre el alelo G del polimorfismo rs2284659,
localizado en el promotor del gen, y el alelo G del rs2536512, que estaba presente en el 5% de la
poblacién y reducia el riesgo de HTA. Ademas esta combinacion de alelos mostré una reduccion en los
valores tanto de PAS como PAD en 6 y 2 de mmHg, respectivamente, respecto a los valores de la
combinacion de referencia, alelo rs2284659-G y rs2536512-A.

Recientemente se publico un estudio en el que se encontraron diferencias significativas entre
sujetos hipertensos y controles en un haplotipo del gen SOD3, que contenia el polimorfismo rs2536512
(Naganuma et al., 2008), sugiriendo que este haplotipo podia ser considerado como un marcador
genético de HTA. Por otra parte, en el estudio de Tamai y colaboradores describieron la asociacion entre
el alelo A del polimorfismo rs2536512 con resistencia a la insulina y susceptibilidad a diabetes tipo 2 en

sujetos japoneses (Tamai et al., 2006). Ademas, Tamai reporté cdmo el alelo A también estaba asociado
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a HTA, lo que apoyaria nuestros datos. Las conclusiones del presente estudio, junto con los dos articulos
anteriores, sugieren la posibilidad de que el alelo A se asocia con alteraciones de la funcién de la proteina
ECSOD. En la actualidad se desconoce si el polimorfismo rs2536512 es funcional o esta en desequilibrio
de ligamiento con alguna variante funcional. Se requieren mas estudios para determinar si existen
diferencias en la localizacion o actividad de la proteina para cada variante alélica. Seria de esperar que la
alteracién en la funcion de la ECSOD condujera a un aumento de EROs, provocando un aumento de LDL
oxidadas y la disminucion de la vasodilatacion mediada por NO, lo que a su vez puede contribuir al

deterioro de la absorcién de la glucosa, resistencia a la insulina, y al aumento de la presion sanguinea.

Catalasa

Catalasa (CAT) es una enzima antioxidante endégena que protege a las células contra el dafio
producido por EROs al convertir al peroxido de hidrégeno en oxigeno y agua, evitando asi lesiones
celulares (Rohrdanz y Kahl, 1998). Los individuos con la actividad de CAT reducida tienen una mayor
incidencia de enfermedades relacionadas con EO, como aterosclerosis (Cojocaru et al., 2004), diabetes
(Géth y Eaton, 2000; Géth et al., 2005) y dislipemia (Goth, 2000). Hace algunos afios, se investigo la
posible asociacion de varios polimorfismos del gen CAT con HTA (Jiang et al., 2001), diabetes (Chistiakov
et al., 2004) y enfermedad de Alzheimer (Goulas et al., 2002) y se describieron dos polimorfismos en la
region promotora del gen, c.-844A>G (rs769214) y ¢.-262T>C, que estarian asociados a valores elevados
de PAS (Jiang, et al., 2001; Zhou et al., 2005). Estos dos polimorfismos estarian alterando la zona de
reconocimiento de varios factores de transcripcion, MZF1 y AP2 en el caso de c.-844A>G (Jiang, et al.,
2001) y AP1 y SP1 en el de c.-262T>C (Forsberg et al., 2001) lo que provocaria diferencias en la
actividad transcripcional del gen.

En nuestro estudio hemos encontrado como el alelo T del polimorfismo rs1049982 del gen CAT
mostraba menores valores de PAS que el alelo C en sujetos hipertensos de ambas poblaciones y ademas
en la poblacion general también estaba asociado a menores valores de PAD y riesgo de HTA. Este
polimorfismo localizado como los anteriormente descritos en la regién 5°UTR, ¢.-20C>T, ha sido asociado
recientemente con el menor riesgo de osteonecrosis de la cabeza del fémur en poblacion coreana (Kim et
al., 2008), enfermedad donde el exceso de EROs juega un papel importante en la patogénesis (Ichiseki et
al., 2004; Ichiseki et al. 2006). Por otra parte, hallamos cdmo el genotipo GG del polimorfismo rs7104301,
considerado como tag-SNP en poblacién caucasica y localizado en la region 3'UTR, ¢.*658A>G, estaba
asociado a mayores niveles de PAS que los genotipos AA y AG en la poblacion general de Valladolid.

Cuando en el andlisis de haplotipos se incluyeron los polimorfismos rs1049982 y rs714301,
encontramos que el haplotipo CG mostraba un mayor riesgo de HTA con respecto al haplotipo de
referencia TA y también observamos como su significacion fue mucho mayor que al analizarlos de forma
individual. De este ultimo dato podemos extraer la apreciacion compartida con otros autores (Zhang et al.,

2002) de que el andlisis de haplotipos es una herramienta mucho mas eficaz para calcular la
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susceptibilidad de algunos genes a una determinada enfermedad multifactorial (Sharma et al., 1999;

Ombra et al., 2001) que el andlisis de asociacion de cada marcador de forma independiente.

Por otra parte, cuando evaluamos el riesgo de mALB en los polimorfismos de este gen, hallamos
como el alelo T del polimorfismo rs769217 mostraba valores menores de EUA y menor riesgo de
desarrollar mALB que el alelo C. Algunos autores han sugerido que este polimorfismo (c.1167C>T o
p.D389D) en el exon 9 del gen es un lugar susceptible de menor riesgo de hipocatalasemia (Géth et al.,
2005) y vitiligo en los coreanos (Park et al., 2006) por lo que podria estar influyendo en la actividad de
esta enzima. Ademas en poblacién general encontramos otro polimorfismo, rs511895, que esta asociado
a los niveles de mALB y el riesgo de mALB. El genotipo AA de este polimorfismo, que se localiza en el
intron 10, ¢.1326+1947G>A y es considerado como tag-SNP del gen CAT, estaba asociado a menores
niveles de EUA y menor riesgo de mALB. El analisis de haplotipos realizado entre los polimorfismos
rs1049982, rs714301 y rs511895, reveld cdmo un haplotipo del gen que contenian el alelo A del rs511895
presentaban un bajo riesgo de mALB (p-valor <0.001). Al igual que el anterior mostraba una asociacion

mucho mas fuerte que al analizar los polimorfismos de forma separada.

En resumen, estos resultados sugieren que los polimorfismos del gen de la CAT se asocian con
la susceptibilidad a la HTA y mALB. Aunque se necesitan pruebas funcionales que confirmen esta
correlacién, ya que el uso de los polimorfismos tag-SNP nos agrupa la variabilidad que existe en un gen
pero no nos muestra qué polimorfismo concreto seria el causante sino uno que esta en desequilibrio de

ligamiento con él.

Sistema Glutation

Dentro del sistema glutation solo hemos encontrado alguna asociacion en la enzima glutation
peroxidasa 1 (GPX1). Esta enzima esta codificada por el gen GPX1, que esta localizado en el cromosoma
3p21.3 y contiene dos exones. Esta enzima esta ubicuamente expresada en todos los tejidos humanos y
es particularmente abundante en eritrocitos, rifion e higado. GPX1 es conocida por su papel como enzima
antioxidante y clave en las células endoteliales vasculares, tras demostrarse que ejercia un efecto
protector contra la presencia de enfermedad arterial coronaria (Schnabel et al., 2005). Con respecto a los
estudios de polimorfismos realizados sobre esta enzima existen resultados contradictorios. Generalmente
el polimorfismo estudiado es el rs1050450, que produce un cambio de aminoacido (p. P198L). Este
polimorfismo se ha encontrado asociado a la enfermedad cardiovascular y a diversos tipos de cancer,
resultando el aminoacido leucina reductor en un 40% de la actividad de la enzima en ensayos in vitro
(Ravn-Haren et al., 2006; Kato et al., 2008). Aunque con respecto a hipertension no se han encontrado

asociaciones positivas, recientemente se publicé un articulo donde se describia la falta de correlacion
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entre este polimorfismo y el riesgo de hipertension, aunque encontraban una asociacion con los niveles
de PAS y PAD en hombres (Yamada et al., 2006)

En nuestro trabajo el polimorfismo P198L no mostré diferencias significativas para ningln
parametro analizado en ninguna poblacion tanto en hombres como mujeres, pero por el contrario
observamos una reduccion en los valores de PAS en los individuos hipertensos de ambas poblaciones
que presentaban el alelo T del polimorfismo rs3448. Esta variacion genética situada en la region 3'UTR
del gen GPX1, ¢.*891C>T, podria estar regulando la expresion del mismo, o ligado a otro. En nuestros
datos observamos como los individuos con el alelo T también muestran una reduccion en los valores de
EO en comparacion con los individuos que presentan el alelo C. Esto nos estaria indicando que este

polimorfismo estaria implicado en la reduccién de EO y como consecuencia en la reduccion de la PA.

Sistema Tiorredoxina

Las proteinas tiorredoxinas (TRX1 y TRX2) tienen importantes funciones redox-cataliticas. La
TRX1 es una de las selenoproteinas mas estudiadas por su papel protector frente a EO y la aterogénesis
en la pared vascular. Por el contrario todavia no parece estar muy claro el papel que debe desarrollar la
TRX2 de localizaciéon mitocondrial. La TRX1 actua regulando la funcion de al menos 30 proteinas dianas,
diferentes factores de transcripcion como NF-kB o AP1 y distintas actividades enzimaticas, estimulando el
crecimiento celular e inhibiendo la apoptosis.

Las tiorredoxina reductasas (TRXRS), que reciben este nombre por su capacidad de reducir a las
proteinas TRX1 y TRX2, juegan un papel fundamental en la defensa antioxidante y en la regeneracién de
las TRXs. Se ha confirmado la existencia de dos formas de estas reductasas, TRXR1 y TRXR2, que son

codificadas por los genes TXNRD1y TXNRD2, respectivamente.

Tiorredoxina

El gen TXN que codifica para la proteina TRX de 105 aminoacidos, se localiza en el cromosoma 9
y contiene 5 exones a lo largo de 12.84 Kb. Funcionalmente, este gen se ha propuesto que participa en
diversos procesos (movilidad y proliferacidn celular, sefializacién célula-célula, sefiales de transduccion,

homeostasis del estado redox, transporte de electrones).

Nuestros resultados mostraron como el alelo C del polimorfismo rs2301241, considerado como
tag-SNP en poblacion caucasica, se encontraba asociado a niveles de PAS y PAD menores que el alelo T
en ambas poblaciones de hipertensos. Este polimorfismo localizado en la regién promotora, ¢.-793C>T,

podria estar modulando la expresion de la proteina y regulando los niveles de EROs que influirian a su vez
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sobre los niveles de PA. A su vez en un estudio en paralelo hemos observado cdmo el mismo alelo T de
este polimorfismo estaba asociado a menores valores de indice de masa corporal, perimetro de cintura y
presenta menor riesgo de obesidad y obesidad central (Mansego et al., 2009, sometido). Este encuentro
nos explicaria como polimorfismos de EO pueden estar mediando en el desarrollo de varias patologias y

su compleja interaccién.

Tiorredoxina reductasa 2

El gen TXNRD2 esta localizado en el cromosoma 22.y se extiende a lo largo de 66.48 kb,
conteniendo en su estructura génica 16 exones. Los polimorfismos analizados se encuentran distribuidos a
lo largo de su estructura. A partir de los analisis de asociacién hemos encontrado cémo el alelo G del
polimorfismo rs5992495, que corresponde al cambio de un aminoacido de serina en posicion 299 a
arginina, se asocia a elevados valores de PA tanto sistélica como diastélica y a su vez a un mayor riesgo
de HTA en poblacién general. No existen referencias sobre perdida de funcién de esta proteina debida a la
presencia de este polimorfismo. Tampoco hemos replicado estos datos en otra poblacion general, por lo
que estos datos todavia estan por confirmar su posible efecto. En el caso de confirmarse nuestros

hallazgos, este polimorfismo aportaria susceptibilidad genética a la HTA.
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6.2.3.3 Interaccion entre los Sistemas

El presente estudio mostré por primera vez la interaccién entre los polimorfismos rs206812 del
gen XDH y el rs3448 del gen TXN en la HTA. Utilizando el método MDR, establecimos la asociacion entre
estos polimorfismos con la elevacion de la PAS en sujetos hipertensos. La combinacion de alelos de
riesgo para ambos polimorfismos aumentaron 5% el valor de la PAS en estos sujetos hipertensos y en
consecuencia se estaria incrementando el riesgo de morbilidad y mortalidad cardiovascular (Lewington et
al., 2002; Staessen et al., 2003). El mecanismo bioldgico que explique esta posible asociacién todavia no
esta esclarecido. Una explicacion logica seria que estas variantes genéticas estarian alterando la funcion
de las proteinas en las que se encuentran y esto provocaria un aumento en la concentracién de EROs,
tanto por un aumento en la produccion por parte de la XDH como por un descenso en la actividad
antioxidante de la enzima GPX1. Como hemos visto al principio de esta discusién el aumento de EROs se
correlacionaba con un aumento en los valores de la PA y subsecuencialmente el aumento de riesgo de

complicaciones cardiovasculares a la larga.

La falta de interaccion entre el resto de polimorfismos analizados en este estudio no excluye la
presencia de otras posibles importantes interacciones entre otras variantes de estos genes. La
aproximacién utilizada para la seleccién de los polimorfismos, utiliza una frecuencia del alelo menor
mayor de un 10%. Esto implicaria que las variantes raras que pudieran causar una importante
susceptibilidad queden excluidas. También es posible que variantes comunes en estos genes interactien
como en genes de otras rutas bioldgicas también relevantes en el desarrollo de la enfermedad. Por
ejemplo, estudios de epistasis modular en el metabolismo de levadura sugieren que las posibles
interacciones se extienden mas alld de los moédulos funcionales de los genes que los contienen y con
frecuencia se relacionan entre distintos modulos funcionales (Segre et al., 2005).

También el método utilizado para la busqueda de estas interacciones puede estar mostrando
una fuerza moderada, como ya hemos comentado anteriormente. Por ello, nos deberiamos plantear cdmo
implementar estos métodos para lograr identificar las interacciones reales gen-gen para las distintas
enfermedades, donde se puedan analizar las distintas variantes comunes a lo largo de todo el genoma,

junto con los ajustes apropiados.
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6.3 Limites y Otras Consideraciones

Las limitaciones del presente trabajo fueron, por una parte, el bajo nimero de muestras con
datos completos de pardmetros de EO, ARNm y genotipos para poder correlacionar estos tres aspectos
en la hipertension y la microalbuminuria. Por otra parte, la ausencia del estudio funcional de los distintos
polimorfismos analizados, asi como de sus haplotipos y de las posibles interacciones. Esto nos ayudaria
a interpretar los posibles efectos de estas combinaciones y entender cémo realmente estan actuando
estas variantes de las secuencias genéticas sobre la modulacidon de las proteinas que las contienen o

sobre otras proteinas préximas y asi como los procesos biolégicos donde estan actuando.

Por otra parte, una de las ventajas o fuerza que presenta el trabajo es el abordaje del estudio del
EO desde tres puntos de vista diferentes pero interrelacionado como son: 1) el estudio de los parametros
de EO, donde se observan las consecuencias de este EO; 2) el estudio de los ARNm: mecanismo
intermediario de la generacion de la maquinaria necesaria para la produccién o la eliminacion de este EO)
y 3) el estudio de polimorfismos como el origen de la modulacién de los genes de estas enzimas

implicadas en EO y su replicacion en dos grupos de pacientes hipertensos y en poblacién general.

Ademas del estudio de polimorfismos, podemos destacar la baja tasa de inmigracion que nos
estaria introduciendo una fuente de variabilidad, el andlisis de haplotipos completos que nos permite
interpretar el efecto de la combinacion de los polimorfismos en el gen y también el hecho de haber podido
replicar los resultados en otra poblacion. Como ya hemos comentado anteriormente, es importante el
tema de la replicacion de las asociaciones de polimorfismos, ya que hasta el momento, se podian
encontrar falsos positivos en la literatura, producidos debido a un tamafio muestral insuficiente,
caracterizacion inadecuada de los fenotipos, estratificacion de las poblaciones, etc. En nuestros
resultados, a pesar de que el tamafio es relativamente pequefio, se observa como los resultados son
consistentes y replicados en dos poblaciones independientes de similares caracteristicas, proporcionando

credibilidad a los mismos.
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6.4 Resumeny Vision de Futuro

Con lo revisado y planteado en el presente trabajo queda evidenciado que los dafios oxidativos
estan presentes en la fisiopatologia de la HTA esencial, como consecuencia del deterioro de los sistemas

antioxidantes que promueven un estado cronico de EO en los sujetos hipertensos.

En relacion a este EO en la HTA, es importante remarcar como los sistemas antioxidantes si que
estan respondiendo al aumento de EROs ya que tras el tratamiento disminuyen su expresion, pero el
sujeto hipertenso muestra unos niveles de ARNm de partida inferiores a los de los controles, por lo que
estos pacientes se encontrarian desprotegidos frente al EO. Aunque la patogenia bioquimica-molecular
sobre esta desregulacion de las enzimas antioxidantes todavia no este clara, el estudio de las variantes
génicas presentes en estos genes nos podria ayudar a dilucidar nuevas dianas terapéuticas para su

mejora.

Ademas, en el estudio de este tipo de enfermedades complejas, que son controladas por
mecanismos moleculares interrelacionados y caracterizados por la accién conjunta de varios genes de
pequefio efecto, se hace necesario el desarrollo de nuevas estrategias mas avanzadas y eficientes para
la identificacion de estas interacciones epistaticas y de nuevos patrones de susceptibilidad. Por ello,
comprender los efectos de éstos y otros genes junto con los factores ambientales en el desarrollo de esta

patologia debe ser uno de los objetivos principales de futuras investigaciones.
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7. Conclusiones

1. El balance entre los sistemas oxidantes y antioxidantes se altera en el curso de la hipertension arterial

esencial, resultando un incremento de estrés oxidativo.

2. El presente modelo de hipertension arterial esencial analizado posee un aumento en los niveles de
estrés oxidativo tanto en plasma como en células monolinfocitarias, y a su vez, este aumento se ve

correlacionado con los niveles de PA que muestran los sujetos.

3. El estrés oxidativo se relaciona con el aumento de los niveles de excrecion urinaria de albumina e

independientemente de los valores de PA.

4, El aumento de los niveles de ARNm de genes que codifican las distintas subunidades de NAD(P)H
oxidasa y la disminucién de los niveles de ARNm de las enzimas antioxidantes en monolinfocitos, se
relacionan con el estado crénico de estrés oxidativo presente en la hipertension, a pesar de la
activacion del sistema tiorredoxina y la enzima Manganeso Superoxido Dismutasa. Por tanto, los
pacientes hipertensos tanto en presencia o en ausencia de microalbuminuria se encuentran peor

protegidos frente a EO que los sujetos control.

5. Independientemente del tratamiento antihipertensivo utilizado, los niveles de los marcadores
bioquimicos de EO se reducen, y en consecuencia también los niveles de ARNm de todas las enzimas

implicadas.

6. Los analisis de asociacidén han confirmado como ciertas variantes encontradas en los genes de las
enzimas xantina oxidorreductasa, factor citosolico de neutréfilos 2 y glutation peroxidasa 1 se asocian a

mayores niveles de EO en sujetos hipertensos.

7. El andlisis de los polimorfismos genéticos en los genes candidatos que codifican enzimas productoras
o protectoras frente EO nos muestra la presencia de ciertas variantes modulando tanto los niveles de
PA como de EUA y el riesgo de microalbuminuria en sujetos hipertensos. Hay que destacar que estos
datos se han replicado en ofra poblacion de hipertensos independiente y que al extrapolar la
investigacion a la poblacion general han surgido nuevas variantes asociadas y dos de ellas se

mantuvieron también tanto en sujetos hipertensos como normotensos.

8. En el andlisis de haplotipos se describio la interaccién entre distintas variantes alélicas de un mismo

gen en la hipertension. Cabe destacar la importancia de los haplotipos de los genes xantina
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oxidorreductasa, superéxido dismutasa extracelular y catalasa, ya que al genotipar solo unos pocos
polimorfismos estariamos obteniendo la variabilidad completa de estos genes y su nivel de riesgo de

hipertension o microalbuminuria.

Por ultimo, en el analisis intergénico observamos la interaccion entre el gen de la enzima xantina
oxidorreductasa y glutatién peroxidasa 1 en la poblacién de hipertensos. Estas interacciones nos
advierte de la naturaleza compleja de esta patologia y de la necesidad de enfocar las nuevas
investigaciones hacia el estudio de las interacciones entre los distintos genes y éstos con los factores

ambientales.
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Anexo

.  Anexo 1. Caracteristicas de los Polimorfismos Seleccionados en el Estudio.

Locus
2p23.1

1624

Xp21.1

7911.23
1925

22q13.1

7p22

22q13.1

21622.11

625.3

4p15.3
-p15.1

HUGO
XDH

CYBA

CYBB

NCF1
NCF2

NCF4

RAC1

RAC2

SOD1

SOD2

SOD3

SNP_Name
rs6752058
rs6710015
rs1042039
rs45564939
rs207454
rs1366813
rs13415401
rs1884725
rs1429374
rs2365842
rs17011353
rs761926
rs17011368
rs17323225
rs17395224
rs10187719
rs2073316
rs10175754
rs1346644
rs206801
rs206812
rs7195830
rs1049255
rs4673
rs9932581
rs5964125
rs5964151
rs1637418
rs2296164
rs2274064
rs4820258
rs10854695
rs2072712
rs2075939
rs35887529
rs702483
rs3729796
rs9374
rs4720672
rs9798725
rs6572
rs3179967
rs9610684
rs2239774
rs5995407
rs202445
rs17881274
rs4998557
rs2070424
rs2842980
rs2855116
rs4880
rs2284659
rs2536512
rs8192290

Chr_position Reference_sequence

31410773
31410851
31411810
31414078
31421136
31423880
31424745
31425290
31425902
31441792
31441941
31444289
31444421
31446769
31450235
31453650
31464533
31475102
31479549
31482250
31491373
87237223
87237318
87240779
87245863
37543395
37555673
73837546
181801558
181809010
35585799
35590069
35601748
35601828
6380436
6393466
6408195
6408896
6410364
35951215
35951391
35952761
35958939
35967599
35971386
31947538
31953051
31956763
31961191
160020106
160026115
160033862
24403895
24410413
24411510

C.*1555G>T
C.H4TTASG
C.*518A>G
€.3886C>T(p.R1296W)
C.3352-30A>C
€.3276-12G>A
¢.3052-12G>C
¢.3030T>C (p.F1010F)
C.2969+154C>T
.2544-35T>A
€.2457-27G>A
C.2197+68G>A
¢.2107A>G (p.I703V)
¢.1936A>C (p.1646V)
€.1686-8C>T
€.1243-43 A>G
c.564+64 C>T
¢.307-33 A>G
C.100+68 C>G
C.100+27 C>G
c.-337 A>G
C.*49G>A

c.612A>T

¢.214C>T (p.H72Y)
¢.-930A>G
¢.804+118A>G
c.*861T>G
€.765A>G(p.V255V)
€.925-21C>T
¢.542T>C (p.K181R)
c.-1361T>C
€.69G>A (p.S23S)
€.735C>T (p.Y245Y)
¢.815C>T (p.L272P)
c.-456T>C
c.107+27G>A
c.448+12T>C
€.*294G>A
¢.¥1762T7>C
c.*1444C>A
€.¥1268C>G
c477T>C (p.A159A)
¢.108-35T>G
¢.84G>C(p.A27A)
c.-1222T>C
c.-6416A>G
¢.-903C>T
c.73-1211G>A
€.240-251A>G
€.*3409T>A
¢.344-60T>G
c47T>C(p.A16V)
c.-8347T>G
c.172G>A (p.A58T)
c.*546T>C

HWpval
0.601
0.79%4
0.723
0.509
0.513
0.636
0.678
0.899
0.571
0.815
0.287
0.488
0.431
0.005
0.282
0.142
0.994
0.060
0.159
0.919
0.442
0.103
0.431
0.310
0.406
0.005
0.004
1
0.454
0.848
0.406
1
0.662
0.594
0.126
0.004
0.411
0.376
0.052
1
0.333
0.427
0.022
0.342
0.000
0.505
0.436
0.585
0.326
0.267
0.133
0.169
0.767
0.630
0.006

%Geno MAF

98.3
97.5
98

99.4
97.9
93.8
93.5
96.7
97.7
99.3
97.9
97.3
99.1
94.6
97.5
97

96.5
97.3
95.5
97.3
98.8
97.2
99.2
98.2
97.2
94.8
97.5
97.4
98.1
99.1
971
971
99.5
97.2
96.7
93.7
98.2
98.8
98.2
97.5
95.1
971
96.9
971
99.3
97.7
99.2
98.5
96.9
971
99.5
95.3
98.5
99.3
96.7

0.268
0.358
0.423
0.014
0.097
0.262
0.26
0.26
0.353
0.301
0.036
0.264
0.058
0.058
0.055
0.298
0.444
0.171
0.174
0.055
0.5
0.342
0.210
0.412
0.342
0.174
0.182
0
0.451
0.449
0.198
0.011
0.094
0.163
0.119
0.321
0.013
0.188
0.154
0.277
0.467
0.184
0.145
0.165
0.122
0.179
0.041
0.093
0.056
0.213
0.432
0.46
0.378
0.374
0.055

Alleles
[CIA]
[T/C]
[T/C]
[Cm]
[A/C]
[G/A]
[GIC]
[Cm
[G/A]
[AT]
[cm
[C/G]
[TIC]
[TIC]
[cm
[G/A]
[G/A]
[TIC]
[C/G]
[cm
[A/C]
[G/A]
[AT]
[cm
[A/G]
[A/C]
[T/G]
[AVA]
[cm
[T/C]
[T/C]
[G/A]
[Cm
[Cm
[T/C]
[GIA]
[T/C]
[G/A]
[T/C]
[CIA]
[CIG]
[T/C]
[T/G]
[GIC]
[T/C]
[A/C]
[cm
[G/A]
[A/C]
[AT]
[T/G]
[TIC]
[GM]
[A/C]
[T/C]
Continua
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Locus HUGO
11p13  CAT
3p26.2 OGG1
6p12 GCLC
1p22.1  GCLM
8p21.1  GSR
209112 GSS
Xq28 G6PD
3p21.3  GPX1
19p13.3 GPX4
6p22.1 GPX6
9q31 TXN
229131 TXN2
12923  TXNRD1
-q24.1

22q11.21 TXNRD2

150

SNP_Name
rs1049982
rs769218
rs769217
rs11032709
rs511895
rs7104301
rs159153
rs2072668
rs1052133
rs11415624
rs2066511
rs1014852
rs3736729
rs2100375
rs17883901
rs7513671
rs769211
rs7515191
rs2234729
rs2911678
rs4628224
12978663
rs1002149
rs2273684
rs3761144
rs2071429
rs3448
rs757228
rs4807542
rs9468385
rs974334
rs406113
rs2776
rs4135225
rs4135211
rs2418076
rs4135179
rs4135168
rs1410051
rs4135165
rs2301241
rs749384
rs139998
rs8139906
rs2281082
rs4077561
rs4964778
rs4964779
rs4564401
rs5018287
rs4964287
rs10861201
rs16984299
|1360R-art
rs2073750
rs1548357
rs5992495
1s732262
1756661
rs2020917

Chr_position Reference_sequence

34417117
34427255
34439484
34442287
34444305
34450214
9764875
9773140
9773773
53470407
53473333
53478711
53487364
53493434
53517996
94126161
94132695
94139685
94142804
30659513
30676351
30685487
30705280
32993427
33007736
153413702
49371755
1052992
1055078
28579591
28582197
28591461
112046109
112046512
112048395
112053172
112055821
112056706
112057173
112057383
112059329
112060499
35192447
35198206
35202696
103204498
103210194
103218991
103227358
103231281
103233689
103243089
18243593
18248292
18253357
18258362
18262984
18264657
18285802
18308884

¢.-20C>T
¢.67-60G>A
¢.1167C>T (p.D389D)
¢.1255C>T(p.L419L)
¢.1326+1947G>A
¢.*658A>G
¢.-2096T>C

¢.748 -15C>G

¢.994 C>G (P332A)/ (C326S)

¢.*1106insT
¢.1396-63G>A
c.1198-59T>A
€.561-110T>G
c.446+101G>A
c.-594C>T
c.*973G>A
.655+63G>T
.287+44C>T
c.127-72T>C
¢.1154-393T>A
.695+789T>A
c.422-287G>A
.-386C>A
.492-134A>C
c.-4420G>C
¢.1345-13T>C
c.*891C>T
c.-2051A>G
¢.36G>A (p.P12P)
c.*457G>A
€.242-12 G>C
¢.39T>G(p.F13L)
c.*146A>G
.196-192C>T
¢.130-1451T>G
¢.129-287G>A
€.25-2259T>C
.24+1807A>G
.24+1340T>C
.24+1130C>T
c.-793C>T
c.-1963C>T
¢.*1350A>G
€.388-4296C>G
¢.387+30A>C
c.-24738T>C
c.-19054C>G
c.-10266T>C
c.-1899A>G
¢.160+56G>A
¢.165C>T(p.L55L)
€.766-156C>A
¢.*1041T>C
c.1108 T>C(p.I370T)
€.950-2373G>A
.949+4568T>C
¢.895T>G(p.S299R)
C.774+905G>A
¢.375-62T>C
¢.103+339C>T

HWpval
0.285
0.011
0.076
1
0.938
0.481
0.837
0.965
0.858
0.474
0.625
0.572
0.166
0.060
0.561
0.053
0.365
0.808
0.937
0.525
0.578
0.577
0.898
0.118
0.322
0.007
0.130
0.895
0.672
0.001
0.402
0.486
0.783
0.073
0.889
0.227
0.463
0.549
0.007
0.087
0.975
0.738
0.004
0.531
0.407
1

1

1
0.984
0.804
0.127
0.175
0.041
0.733
0.39%4
0.901
0.238

0.727
0.583

%Geno MAF

98.8
99.1
98.3
94.8
96.7
96

98.5
93.6
98.5
99.6
97.3
99.3
98

96.9
95.5
24.9
99.5
97.3
99.5
97.5
94.8
97.1
99.3
954
96.9
974
99.3
96.7
99.1
99.2
98.4
99.1
974
97.5
98.7
98.5
98.1
97

96

97.8
96.1
96.2
93.6
97.3
99.3
95.6
974
97.5
96.7
99.5
96.8
97.9
95.9
98.3
99.9
97.9
94.7
99.5
97.9
954

0.36
0.255
0.256
0.006
0.359
0.305
0.312
0.224
0.216
0.337
0.279
0.063
0.479
0.284
0.105
0.401
0.262
0.375
0.041
0.178
0.269
043
0.138
0.458
0.463
0.165
0.25
0.491
0.165
0.091
0.163
0.327
0.5
0.372
0.052
0.253
0.169
0.243
0.24
0.116
0.48
0.225
0.164
0.172
0.199
0.387
0.187
0.069
0.073
043
0.325
0.245
0.215
0.233
0.242
0.302
0.167
0.082
0.455
0.336

Alleles
[CT]
[G/A]
[CT]
[CIT]
[G/A]
[A/G]
[T/C]
[C/G]
[C/G]
[-/A]
[G/A]
(A/T]
[T/G]
[G/A]
[Cm
[Cm]
[GIT]
[G/A]
[T/IC]
[A/T]
[A/T]
[A/G]
[GIT]
[T/G]
[CIC]
[T/C]
[Cm]
[G/A]
[G/A]
[CT]
[C/G]
[A/C]
[A/G]
[T/C]
[T/G]
[CT]
[A/G]
[A/G]
[T/C]
[CT]
[T/C]
[G/A]
[T/C]
[GIC]
[GIT]
[CT]
[CIC]
[T/C]
[A/G]
[G/A]
[Cm]
[C/A]
[T/C]
[G/A]
[G/A]
[T/C]
[T/G]
[G/A]
[T/C]
[Cm]
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Anexo 2. Verificacion de la Reaccion de PCR en Tiempo Real.

a) Curvas de Disociacion Generadas en la Reaccion de PCR en Tiempo Real y b) Verificacion de los
Fragmentos en Gel de Agarosa 2%.
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Anexo 3. Correlaciones Spearman entre los Marcadores de Estrés

Oxidativo y los Niveles de ARNm de los Genes Analizados.
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