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RESUMEN

Antecedentes: La variacion genética podria contribuir a la respuesta farmacolo-
gica en los pacientes con nefropatia. Asi, entre los pacientes con albuminuria dia-
bética aquellos con el genotipo DD para el gen de la enzima convertidora de la
angiotensina (ECA, polimorfismo insercién/deleccion, 1/D) tendrian una menor res-
puesta renoprotectora ante los inhibidores de la ECA, comparados con los pa-
cientes con genotipo Il

Métodos: Estudiamos 71 pacientes con nefropatia crénica no diabética, de los
cuales 37 habian sido tratados con losartan y 34 con amlodipino. Determinamos
la tension arterial y la proteinuria antes y después de ser tratados, y los valores
medios se compararon estadisticamente. Todos los pacientes fueron genotipados
para los polimorfismos I/D de la ECA, 1166 A/C del receptor de tipo 1 de la an-
giotensina | (AGTR1), y M235T del angiotensinégeno (AGT), y los valores medios
de la reduccion de la tension sanguinea y la proteinuria fueron comparados entre
los genotipos.

Resultados: No hallamos diferencias en la reduccion de la presion sanguinea
diastdlica o sistolica entre los diferentes genotipos de los polimorfismos de la ECA
y el ACT, tanto para los pacientes tratados con losartan como con amlodipino.
En los pacientes tratados con losartan hubo una reduccion significativa de la pre-
sion diastolica entre aquellos con genotipo AGTR1-AA comparados con los hete-
rocigotos AC (p = 0,0024). No hallamos diferencias en el nivel de reduccion de
la proteinuria entre los diferentes genotipos, tanto entre los tratados con losartan
como con amlodipino.

Conclusiones: De acuerdo con nuestros resultados, los valores medios de re-
duccién de la presién sanguinea en los pacientes con nefropatia no diabética y
tratados con losartdn o amlodipino serian similares entre los diferentes genotipos
de la ECA y el ACT. Aunque nuestro estudio se basé en un nimero reducido de
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pacientes, el genotipo AGTR1-AA podria estar asociado con una mayor reduccion
de la presion diastdlica entre los pacientes tratados con losartan.

Palabras clave: Nefropatia no diabética. Angiotensinégeno. Enzima converso-
ra de la angiotensina. Receptor de la angiotensina. Polimorfismos. Farmacoge-
nética.

PHARMACOGENETICS OF ANGIOTENSIN SYSTEM IN
NON DIABETIC NEPHROPATHY

SUMMARY

Background: Cenetic variability could contribute to the response to pharmaco-
logical treatment in patients with nephropathy. In albuminuric diabetic patients the
renoprotective effect of angiotensin I-converting enzyme (ACE) inhibition should
be lower among homozygotes for the deletion allele (DD) compared to ll-ho-
mozygotes.

Methods: A total of 71 non-diabetic chronic nephropathy patients were treated
with losartan (n = 37) or amlodipine (n = 34). Blood pressure and proteinuria
were determined before and after the treatment, and changes in the mean values
were statistically compared. Patients were genotyped for the ACE-I/D, angiotensin
I receptor type 1 (AGTR1)-1166 A/C, and angiotensinogen (AGT)-M235T poly-
morphims, and the reduction of blood pressure and proteinuria between the dif-
ferent genotypes were compared.

Results: The reduction in systolic or diastolic blood pressure was not found to
be different between the ACE-I/D or AGT-M/T genotypes in patients treated with
losartan or amlodipine. In patients treated with losartan, we found a signiticantly
higher reduction of diastolic blood pressure in AGTR1-AA patients compared to
AC patients (p = 0,0024). We did not find differences in proteinuria-reduction bet-
ween the different genotypes in patients treated with losartan or amlodipine.

Conclusions: Our data show that the effects of losartan and amlodipine on the
absolute mean reduction of blood pressure and proteinuria in non-diabetic neph-
ropathy patients are similar between the different ACE or AGT genotypes. Although
based on a small number of patients, the AGTR1-AA genotype was associated with
a significantly higher reduction in diastolic blood pressure among losartan-treated
patients. Additional studies are necessary to refute or confirm this association.

Key words: Non-diabetic nephropathy. Angiotensinogen. Angiotensin converting
enzyme. Angiotensin receptor. Polymorphisms. Pharmacogenetics.

INTRODUCCION

La farmacogenética hace referencia a la variabili-
dad en la respuesta farmacolégica debida a factores
de naturaleza genética'. Esta variacion explicaria
parte de las diferencias observadas entre los pa-
cientes tratados con un mismo farmaco, y se debe-
ria a la existencia de polimorfismos en los genes que
codifican enzimas relacionados con la metaboliza-
cion de esos farmacos, o en los genes que codifi-
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can las proteinas de la via fisiolégica sobre las que
actda el farmaco. El polimorfismo de insercién/de-
lecién (I/D) de la enzima conversora de la angio-
tensina | (ECA) esta relacionado con los niveles de
ECA en la sangre, teniendo los individuos con ge-
notipo DD los niveles mas altos y los Il los mas
bajos?. Este polimorfismo podria estar implicado en
la regulacion de la respuesta antiproteindrica en el
tratamiento con inhibidores de la ECA (iECAs)3.
Entre otros estudios publicados, se ha descrito una



menor respuesta antiproteinirica en los pacientes
diabéticos con los genotipos DD e ID comparados
con los 11>°. El efecto renoprotector ha sido también
observado entre pacientes con nefropatia no diabé-
tica®. Ademas de la variacion en el gen de la ECA,
los polimorfismos en los genes del angiotensindge-
no (AGT) y del receptor de tipo 1 de la angiotensin
Il (AGTR1) podrian también contribuir a modular la
respuesta a varios farmacos que actdan sobre el sis-
tema renina-angiotensina, como los iECAs y los an-
tagonistas del receptor.

En este estudio evaluamos el papel de tres poli-
morfismos en los genes ECA, AGT, y AGTR1 en la
capacidad renoprotectiva del losartan (un antagonis-
ta del receptor) y el amlodipino (un agente que blo-
quea los canales de calcio) entre pacientes con ne-
fropatia no diabética.

METODOS
Disefio del estudio y pacientes

Estudiamos 71 pacientes, mayores de 18 afios, con
nefropatia no diabética y que cumplian los siguien-
tes requisitos: una nefropatfa crénica con proteinu-
ria de 24 horas > 1,5 g, una presién sanguinea sis-
télica (PS) entre 140 y 170 mm Hg y/o una presion
diastélica (PD) entre 90 y 105 mm Hg, y una crea-
tinina sérica menor de 2,5 mg/dl. Ninguno de los
pacientes era diabético, recibia mas de un farmaco
antihipertensivo, o habia sufrido episodios cardio-
vasculares. Todos estos pacientes formaban parte de
un estudio mds amplio en el que se habia evaluado
el papel del losartan y el amlodipino en 97 pacien-
tes’. En el estudio farmacogenético no se pudieron
incluir 26 pacientes que rehusaron participar (17
casos) o de los que no fue posible obtener ADN (9
€asos).

Los 71 pacientes se sometieron a un periodo de
ocho semanas en el que no recibieron ningln tra-
tamiento antihipertensivo, que fue sustituido por pla-
cebo. Tras completar este periodo de «lavado», 37
pacientes fueron tratados con losartan (50 mg) y 34
con amlodipino (5 mg), una toma al dia. Después
de cuatro semanas de tratamiento, se anadié hidro-
clorotiazida (HCTZ; 12,5 mg en una sola toma dia-
ria) si la presién sanguinea no se mantenia por de-
bajo de los valores deseados (PS > 150 mm Hg y/o
PD > 90 mm Hg). Tras ocho semanas (semana 8) la
dosis diaria de losartdan o amlodipino se subié a 100
mg y 10 mg, respectivamente (una toma al dia) si la
presién sanguinea se mantenfa por encima de los
valores deseados. Si tras otras cuatro semanas de tra-
tamiento (semana 12) estos valores se mantenian por
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encima de lo deseado, se incrementd la dosis de
HCTZ a 25 mg diarios”. Los valores de la PD, PS y
proteinuria se midieron en el Gltimo dia de la se-
mana 16 de tratamiento.

Analisis genético

Los polimorfismos ACE I/D, AGT M235T (un cam-
bio C/T en el codén 235 del gen AGT), y ATR1 1166
A/C fueron analizados seglin procedimientos descri-
tos previamente® . En el caso del polimorfismo I/D
de la ECA amplificamos mediante la reaccion en ca-
dena de la polimerasa (PCR) un fragmento de 490
bases (alelo 1) o de 190 bases (alelo D). La mezcla
de reaccién contenia los cebadores CTGGAGAC-
CACTCCCATCCTTTCT y  GATGTGGCCATCA-
CATTCGTCAGAT, y tras 32 ciclos de amplificacion
de 95 °C-30's, 58 °C-45sy 90s-72 °C 10 pl de cada
reaccion se sometieron a electroforesis en un gel de
agarosa al 2% agarose para visualizar los alelos y
determinar el genotipo de cada paciente (DD, ID o
). Debido a que el alelo de insercién puede am-
plificar de forma menos eficaz que el alelo de de-
lecién, algunos individuos 1D podian ser genotipa-
dos erréneamente como DD. Por ello, cada genotipo
DD fue confirmado mediante la verificacién de la
ausencia de producto de amplificaciéon en una PCR
conteniendo un cebador especifico del alelo I, si-
guiendo un protocolo descrito previamente'©.

Para determinar los genotipos del polimorfismo del
AGT, el ADN de cada paciente fue amplificado con
los  cebadores = GATGGCACAAGGTCCTG vy
CAGGGTGCTGTCCACACTGGCTCGC  (cebamiento
a 62 °C). Tras 32 ciclos de PCR cada reaccion fue
digerida con el enzima de restricciéon BstUl y so-
metida a una electroforesis en geles de agarosa al
3%. Los dos alelos se visualizaron como bandas de
303 bases (235 M) o 279 bases (235 T).

El polimorfismo 1166 A/C en la regién 3' no tra-
ducida del gen AGTR1 fue analizado siguiendo un
protocolo descrito previamente, en el que el ADN
se amplificé mediante la pareja de cebadores GCAG-
CACTTCACTACCAAATGAT y  TGTTCTTCGAG-
CAGCCGT (cebamiento a 58 °C)8. Cada reaccion fue
a continuacién digerida con el enzima de restriccion
Bcl I, y tras electroforesis en geles de agarosa al 3%
los alelos fueron visualizados como bandas de 176
bases (1166 C) o 156 bases (1166 A).

Andlisis estadistico

Comparamos los valores medios de la reduccién
en la PS, la PD y la proteinuria entre los diferentes
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genotipos de cada polimorfismo mediante el test es-
tadistico de la t de Student. Los valores del interva-
lo de confianza al 95% para la reduccién media
entre los genotipos fueron también calculados. Para
los célculos estadisticos empleamos un programa es-
tadistico para Windows.

RESULTADOS

En la tabla | resumimos las principales caracteris-
ticas de los pacientes con nefropatia no diabética
tratados con losartan (n = 37) o amlodipino (n = 34).
Observamos una reduccién significativa de la pre-
sion sanguinea con ambos tratamientos, sin que hu-
biese diferencias en la reduccién de la PS o la PD
entre el losartdn y el amlodipino. Sin embargo, la
reducciéon en la proteinuria fue significativamente
mayor entre los pacientes tratados con losartan (p =
0,032).

Comparamos la reduccién en la PS, la PD y la
proteinuria segln los genotipos de los tres polimor-
fismos analizados. Estos resultados se resumen en las

Tabla 1. Principales caracteristicas de los pacientes con
nefropatia no diabética tratados con losartan
(37 casos) y amlodipino (34 casos). Las cifras
basales y finales de las presiones diast6licas
(PD) vy sistdlicas (PS), y de la proteinuria co-
rresponden a los valores medios. Entre parén-
tesis, ademas de los % se indican los valores
de los intervalos de confianza al 95% (95% Cl)

Losartan Amlodipino
(n=37) (n = 34)
Hombres/Mujeres 26/11 26/8
Edad media + SD 48 + 14 46 + 15
Tipos de glomerulonefritis*
IgA 12 (32%) 8 (24%)
GNM 4 (12%) 9 (26%)
FSG 6 (16%) 4 (12%)
NE 3 (8%) 1 3%)
Otros 12 (32%) 12 (35%)
PS media mmHg (95% CI)
Basal 148 (143, 152) 148 (144, 156)
Final 130 (125, 135) 137 (132, 141)
P =0,0708
PD media mmHg (95% Cl)
Basal 93 (90, 96) 91 (88, 93)
Final 83 (80, 86) 85 (83, 88)
P =0,2762

Proteinuria media mg/24 h (95% CI)
Basal 3.361 (2.704, 4.180) 2689 (2.056, 3.516)
Final 1.842 (1.452, 2.339) 2.732 (2.063, 3.619)
P =0,0324

*IgA = IgA-nefropatia; GNM = glomerulonefritis membranosa; FSG = glomeruloesclero-
sis focal segmental; NE = nefroesclerosis.
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tablas 1, Il y IV. No hallamos diferencias significa-
tivas entre la reduccién de los tres valores segin los
genotipos de la ECA y el AGT, tanto en los tratados
con losartdan como con amlodipino. Entre los pa-
cientes tratados con losartan la reduccién en la PS
y la PD fue mayor en aquellos con un genotipo
AGTR1-AA que en los AC (ningln paciente tenia el
genotipo homocigoto CC), aunque sélo la reduccion
en la diastélica fue significativamente mayor en los
AA (p = 0,0024; tabla IV).

DISCUSION

El papel de los factores genéticos heredados en las
diferencias entre las personas en la respuesta a los
tratamientos farmacolégicos es un hecho constatado,
y ha dado lugar al desarrollo de la farmacogenética.
Actualmente conocemos la mayoria de los genes del
genoma humano, y se han identificado muchos que
codifican proteinas implicadas en la metabolizacion
(activacion y eliminacion) de los farmacos. Otros
genes codifican los péptidos sobre los que actia el
principio activo del farmaco en cuestion. La varia-
cién en estos y otros genes podria afectar al nivel de
expresién de la proteina, pero en ambos casos se
veria implicada la capacidad de respuesta del indi-
viduo ante el tratamiento. Ante esta variabilidad, de-
bido a su genotipo para los polimorfismos de estos
genes algunos pacientes pueden requerir dosis de un

Tabla II. Reduccion en las PS y PD y en la proteinu-
ria en pacientes tratados con losartan y am-
lodipino, segln los genotipos de la ECA.
Todos los valores se representan como re-
ducciones medias (entre paréntesis, los valo-

res del intervalo de confianza al 95%)

ECA
Reduccion ] ID DD
media (n=6) (n=21) n=100 DDvsll+ID
PS (mm Hg) Los 15 (3,27) 20 (13,26) 14 (4,23) -5 (-16,6)
P =036
Am 7 (2, 16) WE17) 140,21) 444 12)
P =023514
PD (mm Hg) Los 8 (0, 16) 9 (6, 14) 11 (3, 16) 0,15 (-7,7)
P =0,96
Am 5 (-1, 11) 3(-1,6) 9 (4,13) 5(0,10)
P =0,0589
Proteinuria ~ Los 75 (43, 129) 51 (38, 68) 53 (35, 81) 95 (58, 157)
(mg/24 h) P=10,85
(Final/Basal) Am 100 (67, 148) 113 (88, 143) 89 (67, 118) 82 (58, 115)
% P=0,24

Los: losartan; Am: amlodipino.



Tabla IlI. Reduccién en las PS 'y PD y en la protei-
nuria en pacientes tratados con losartan y
amlodipino, segln los genotipos del angio-
tensinégeno. Todos los valores se represen-
tan como reducciones medias (entre parén-
tesis, los valores del intervalo de confianza

al 95%)
AGT
Reduccion MM MT T MM vs MT + TT
media m=11) (=22 (n=4) TT vs MM + MT
PS (mmHg)  los 19(11,28) 16(10,22) 18 (3, 33) M
0,55 (-15, 16) P = 0,94
Am 137,200 14(8,21)  5(2,12) M
9 (-17,1) P =10,063
PD (mm Hg)  Los 93,14 10 (6, 14) 90, 18) M
0,58 (-11, 9) P = 0,90
A B412) 7011 0346 4 — G DP=0T
-8 (-13,-3) P = 0,053
Proteinuria Los 44 (30, 63) 65 (49,86) 43 (23, 81) 7608 157P=048

(mg24 h)
(Final/Basal) ~ Am

138 (88, 216) P = 0,15

113 (85, 152) 92 (70, 121) 102 (75, 139)
85 (60, 121) P = 0,35

100 (70, 145) P = 0,98

Los : losartdn; Am: amlodipino.

Tabla IV. Reduccién en las PS y PD y en la protei-
nuria en pacientes tratados con losartan y
amlodipino, segin los genotipos del re-
ceptor de tipo 1 de la angiotensina II.
Todos los valores se representan como re-
ducciones medias (entre paréntesis, los va-
lores del intervalo de confianza al 95%)

AGTR1
Reduccion AC AA

media (n = 15) (n = 22) AA vs AC

PS (mm Hg) Los 13 (5, 20) 20 (14, 26) 7 (-18, 2)

P=0,13

Am 9 (2, 16) 13 (8, 19) 4 (5, 14)

P = 0,51

PD (mm Hg) Los 4 (0, 8) 13 (10, 17) 9 (3, 15)
P = 0,0024

Am 2(-2,7) 8 (4, 11) 6 (4, 17)

P=0,13
Proteinuria Los 54 (39, 76) 56 (42, 75) 104 (65, 162)

(mg/24 h) P =0,88
(Final/Basal)  Am -6 (-41, 21) 6 (-16, 24) 88 (-33, 41)

% P =0,79

Los: losartan; Am: Amlodipino.

farmaco mds elevadas que otros para conseguir el
mismo efecto, y en casos extremos el farmaco puede
ser totalmente ineficaz en unas personas o tener efec-
tos toxicos a dosis bajas en otras’.

ANGIOTENSINA EN NEFROPATIA NO DIABETICA

El losartan se une al receptor de tipo 1 de la an-
giotensina I, reduciendo la respuesta vasopresora de
la angiotensina Il al competir con ella. El gen AGTR1
es polimorfico, y algunos de estos polimorfismos han
sido relacionados con el riesgo de desarrollar enfer-
medades cardiovasculares y renales''"'>. Por su parte,
la angiotensina Il se forma tras la hidrdlisis del pre-
cursos angiotensinégeno por la enzima conversora e
la angiotensina, ambos codificados por genes tam-
bién polimérficos. Los polimorfismos en los genes
AGT y ECA han sido relacionados con los niveles
sanguineos de la ECA, y podrian contribuir de forma
significativa al riesgo de sufrir enfermedades cardio-
vasculares y renales, o modular su progresién una
vez iniciado el proceso patolégico' 620, Dado que
los antagonistas del AGTR1 actudn sobre un com-
ponente del sistema renina-angiotensina, los poli-
morfismos de los genes que codifican proteinas de
esta via fisiolégica podrian contribuir a modular la
respuesta al losartan. Nuestros datos con pacientes
con nefropatia no diabética tratados con losartan
mostraron una reduccién significativa de la presién
arterial y la albuminuria, pero esta reduccién fue si-
milar entre los diferentes genotipos de la ECA vy el
AGT. En cuanto al polimorfismo del AGTR1 obser-
vamos una mayor reduccién de la presion diastoli-
ca entre los pacientes con genotipo 1166 AA, com-
parados con los de genotipo AC. Sin embargo,
aunque la diferencia fue estadisticamente significa-
tiva esta comparacion se basé en un nimero redu-
cido de pacientes (22 AA y 15 AC), y ningln pa-
ciente tenia el genotipo raro CC. Por tanto, otros
estudios con series mas grandes de pacientes son ne-
cesarios para confirmar o refutar la relacién entre
este polimorfismo y la respuesta al losartan en la-
nefropatia no diabética.

La ausencia de una asociacion significativa entre
la respuesta al losartdn y el polimorfismo I/D de la
ECA esta de acuerdo con los resultados descritos por
Andersen y cols.?!. Estos autores analizaron pacien-
tes hipertensos con nefropatia por diabetes de tipo
[, 28 homocigotos Il y 28 homocigotos DD, y no ha-
[laron diferencias en la reduccion de la presién san-
guinea o la proteinuria entre ambos genotipos. Sin
embargo, la reduccién en la albuminuria entre los
pacientes tratados con un inhibidor de la ECA po-
dria estar influida por el genotipo, y los pacientes Il
tendrian una reduccioén signficativamente mayor que
los DD>®.

Como conclusiones, no hemos hallado diferencias
significativas entre la reduccién media de la presion
arterial y la proteinuria entre los diferentes genoti-
pos de la ECA o el AGT, en pacientes con nefropa-
tia no diabética tratados con losartdn o con amlo-
dipino. Hallamos una reduccién significativa de la
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presién diastlica entre los pacientes con fenotipo
AGTR1-AA tratados con losartan. Sin embargo, estos
resultados se basaron en un niimero reducido de pa-
cientes y deben por tanto ser tomados con cautela.
Mas estudios con muestras mas grandes son nece-
sarios para confirmar o refutar la relacién entre este
polimorfismo y la respuesta al losartan en la nefro-
patia no diabética, antes de que la determinacién
del genotipo pudiera ser aplicado a la prediccion de
la respuesta farmacoldgica en estos pacientes.
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