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PALABRAS CLAVE Resumen

TGF-beta 1; Introduccion: Se ha sugerido que los niveles plasmaticos elevados del factor de crecimiento
Hipertension; transformante beta 1 (TGF-beta 1) juegan un papel clave para el desarrollo de las enfermedades
Fibrosis que cursan con fibrosis.

Objetivos: Este estudio observacional, transversal, retrospectivo de casos controles busca eva-
luar si existe asociacion entre los niveles plasmaticos de TGF-beta 1 como factor causal en la
patogénesis de la hipertension arterial (HT-A) esencial y la lesion de 6rganos diana, en pacientes
con HT-A esencial refractaria comparado con un grupo de sujetos sanos y comprobar si existe
una correlacion entre los niveles de TGF-beta 1 y los de PICP (propéptido C-terminal de la
molécula de procolageno tipo 1), de degradacion MMP-1 (metaloproteinasa de la matriz tipo 1)
y degradacion del colageno ICTP (telopéptido C-terminal de la molécula de colageno tipo I) en
el grupo de sujetos hipertensos.

Pacientes y métodos: Se estudiaron 52 pacientes diagnosticados de HT-A con edad media de
53 afos y se compar6 con grupo control de 24 voluntarios sanos con edad media de 45 afos.
TGF-beta 1 fue medido por método ELISA previa activacion de la muestra.

Resultados: Las concentraciones de TGF-beta 1 no fueron mayores en el grupo de hipertensos.
La mediatdesviacion estandar fue de 40413 pg/mL, mientras que en el grupo control fue de
50423 pg/mL. La t de Student no establecio diferencias significativas.

Conclusiones: no se han encontrado niveles elevados de TGF-beta 1 en pacientes con hiperten-
sion esencial en contra de lo evidenciado por otros autores. La exclusion en este estudio de
pacientes que presentaban insuficiencia renal moderada o severa, asumimos que pudiera ser la
causa de no encontrar elevados los niveles plasmaticos de TGF-beta 1.
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Abstract

Introduction: It has been suggested that elevated serum transforming growth factor beta1 (TGF-
beta 1) levels plays a key role to develope of diseases associated with fibrosis.

Objective: This observational, transversal, retrospective case control study was designed to
evaluate the association between TGF-beta 1 as causal factor for the hypertension arterial
pathogenesis and damage on target organ. This study was designed to evaluate the association
between circulating biomarkers of collagen metabolism and fibrosis in serum to compare TGF-
beta1 levels obtained in a group of essential hypertension patients with a group of normotensive

Patients and methods: 46 essential hypertension patients, mean age: 53 years versus a control
group of 20 healthy volunteers, mean age: 45 years. TGFB1 was quantitated by a commercial
ELISA technique, samples were previously activated.

Results: TGF-beta 1 concentrations were not higher in essential hypertension patients,
mean serum concentration (40+13ng/mL) than in normal group, mean serum concentration
(504+23ng/mL). No significant differences were showed between two groups using t- student

Conclusion: We have not found elevated TGF-beta 1 concentrations in essential hypertension
patients in contrast to what has been shown by other authors. Exclusion of patients with mild
or severe renal insufficiency should be considered to be a cause for not obtaining elevated

© 2010 AEBM, AEFA y SEQC. Published by Elsevier Espana, S.L. All rights reserved.

Fibrosis
healthy subjects.
test.
TGF-beta 1 concentrations.
Introduccion

La hipertension arterial (HT-A) es uno de los problemas
de salud mas importantes de los paises desarrollados y
uno de los motivos de consulta mas frecuente en Atencion
Primaria'. En la practica asistencial se ha optado por una
definicion operativa de HT-A (cifras de presion arterial; PA
> 140/90 mmHg) como ayuda para decidir a quién tratar. En
Espafa su prevalencia en adultos mayores de 18 anos es de
aproximadamente un 35%, 40% en edades medias y 68% en
mayores de 60 anos. La HT-A afecta a un total de 10 millones
de sujetos adultos?.

La HT-A es una enfermedad asintomatica, facil de detec-
tar, no complicada de tratar y que con frecuencia tiene
graves repercusiones si no recibe tratamiento. Sin embargo,
y a pesar de que en los ultimos afnos ha aumentado consi-
derablemente los conocimientos sobre su fisiopatologia, el
90-95% de los casos sigue teniendo una etiologia descono-
cida (HT-A esencial o idiopatica). Se trata de una patologia
que tiene repercusiones sobre los diferentes 6rganos de la
economia humana, siendo la afectacion cardiaca una de las
mas importantes por sobrecarga cronica de presion al ventri-
culo izquierdo, lo que origina una hipertrofia concéntrica del
mismo que actlla como mecanismo protector y reparador?.
No obstante, esta circunstancia es potencialmente danina
porque estimula la produccion de fibrosis reparativa y reac-
tiva, afectando a la reserva vasodilatadora con disminucion
de la contractilidad y aumento de la rigidez de la camara
ventricular.

Diversos estudios han sugerido la asociacion de esta res-
puesta hipertrofica con la activacion de diversos factores
de crecimiento y de citocinas profibréticas®. Otros auto-
res especulan con la existencia de un posible nexo entre
inflamacion vascular cronica y la HT-A, en un contexto con

descenso en las células endoteliales progenitoras circulan-
tes, presencia de disfuncion endotelial y aumento de niveles
plasmaticos de TGF-beta 1°.

Ademas, TGF-beta 1 se ha sugerido como biomarcador
de fibrosis en enfermedad renal, hipertension pulmonar,
enfermedad hepatica e insuficiencia cardiaca donde se ha
evidenciado la acumulacion de fibras de colageno tipo | y
tipo Il debido a que su sintesis por los fibroblastos esta esti-
mulada y su degradacion esta inhibida o es normal. El origen
de este desequilibrio entre la sintesis y la degradacion del
colageno se ha relacionado tanto con factores hemodinami-
cos como no hemodinamicos y ambientales”'".

Recientes investigaciones clinicas han permitido identi-
ficar un panel de moléculas circulantes que cumplen los
criterios para ser considerados como biomarcadores del
metabolismo del colageno en miocardio en pacientes con
HT-A"2,

En concreto, el propéptido C-terminal de la molécula
de procolageno tipo | (PICP) como marcador de sintesis de
colageno tipo 1'3, mientras que la metaloproteinasa de la
matriz 1 (MMP-1) y un pequeno telopéptido C-terminal de la
molécula de colageno tipo | (ICTP) se han propuesto como
biomarcadores de la degradacion del colageno. La actividad
de la MMP determina la tasa de recambio de la matriz extra-
celular, las alteraciones que se generan en este proceso se
asocian con la aparicion de fibrosis tisular'.

Otros estudios experimentales y clinicos han demostrado
en condiciones de normofuncion hepatica y renal, correla-
cion entre los niveles plasmaticos de TGF-beta 1y la PAy
en pacientes hipertensos con microalbuminuria e hipertrofia
del ventriculo izquierdo™~"7, hoy éstas y otras investiga-
ciones que estudian las conexiones entre la angiotensina
I, funcionalidad mitocondrial, proteinas del citoesqueleto
y matriz extracelular cuestionan el papel de TGF-beta 1



TGF-beta 1y su relacion con la hipertension arterial esencial

123

como molécula clave que modifica la cantidad y calidad
de matriz extracelular con influencia sobre el crecimiento,
diferenciacion, morfologia, supervivencia y movilidad celu-
lar; sobre la reorganizacion del citoesqueleto y modificacion
de la funcién mitocondrial'®.

Aunque se ha evidenciado niveles circulantes alterados
en suero y plasma de TGF-beta 1, PICP, MMP-1 e ICTP en
pacientes hipertensos, sigue el debate entre la comunidad
cientifica.

Objetivos del estudio

Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue evaluar si
existe asociacion entre los niveles plasmaticos de TGF-beta
1, como factor causal en la patogénesis de la HT-A esencial
y la lesion de organos diana, en pacientes con HT-A esen-
cial refractaria comparado con un grupo de sujetos sanos
y comprobar si existe una correlacion entre los niveles de
TGF-beta 1y los de PIP, ICTP y MMP-1 en el grupo de sujetos
hipertensos.

Material y métodos
Pacientes

El diseno del estudio fue observacional, transversal, retros-
pectivo de casos-controles. Se realizd en el Servicio de
Analisis Clinicos en colaboracion con la Unidad de Hiper-
tension del Servicio de Medicina Interna de Hospital Virgen
del Rocio de Sevilla. Todos los sujetos estudiados dieron su
consentimiento informado para participar en el estudio. El
protocolo de estudio se desarrollé de acuerdo a los principios
recogidos en la Declaracion de Helsinki.

La poblacion estuvo compuesta por 52 enfermos (28
mujeres y 24 varones) con una edad media de 53 afos diag-
nosticados de hipertension arterial esencial refractaria. Se
seleccionaron los pacientes que en la visita de inclusion
tenian una PA en consulta > 140 mmHg para la sistolica o
PAD > 90 mmHg para la diastélica, medida con un tensiome-
tro digital de brazo (OMRON, M6 Comfort) por tres veces,
separadas cada dos minutos y se obtuvo la media de las tres
determinaciones. Se recomendé a los pacientes que evita-
sen el ejercicio o cualquier actividad mayor de la usual que
pudiese alterar la PA. Las tomas de PA fueron realizadas con
el individuo sentado, relajado y en reposo desde al menos 5
minutos antes, sin haber fumado o comido recientemente,
con la vejiga urinaria vacia y con el brazo sin ropa, apoyado
sobre alguna superficie.

No existe constancia de que ninglin enfermo tuviera pro-
ceso inflamatorio agudo conocido en el momento de la
realizacion del ensayo. Se excluyen pacientes con insuficien-
cia renal moderada o severa, enfermedad hepatica aguda o
crénica, hipertiroidismo, enfermedad autoinmunitaria o del
metabolismo 6seo, mieloma mdltiple, traumatismo mayor,
cirugia reciente, heridas extensas, HT-A secundaria o enfer-
medades del tejido conectivo.

Grupo control

Como grupo control de los parametros estudiados se reclu-
taron 24 sujetos sanos (10 varones y 14 mujeres) con una

edad media de 45 anos y con una PA por debajo de 130/85.
Estos individuos no presentaban antecedentes de HT-A ni de
otras enfermedades cardiovasculares. La PA se tomd en las
primeras horas de la manana mediante un manémetro elec-
tronico validado y siguiendo las normas basicas explicadas
anteriormente para la medida correcta de la PA.

Procedimientos analiticos

Se extrajo sangre para la realizacion de las pruebas anali-
ticas y se procedio a su centrifugacion a 3.500 rpm durante
10 minutos, los sueros fueron separados, alicuotados y con-
gelados a —70°C hasta su determinacion.

La concentracion del TGF-B1 se determind mediante téc-
nica cuantitativa con un enzimoinmunoensayo tipo sandwich
(test Quantikine TGFB1 ELISA en suero que contiene TGFR1
recombinante humano).

La concentracion del PICP se determiné mediante el
ensayo Metra CICP que consiste en un enzimoinmunoensayo
tipo sandwich en placa de microtitulacion que utiliza un
anticuerpo anti-PICP monoclonal recubierto sobre la placa,
un antisuero anti- PICP de conejo, un conjugado de fosfa-
tasa alcalina anti-conejo de cabra y un sustrato pNPP para
la cuantificacion del PICP en el suero humano.

La concentracion del telopéptido C-terminal de la molé-
cula de colageno tipo | se realizé6 mediante el test Elecsys
B-CrossLaps en suero que consiste en un inmunoensayo
de electroquimioluminiscencia (ECLIA) destinado especifica-
mente a determinar los fragmentos reticulados isomerizados
de colageno tipo I. El test cuantifica los fragmentos de la
degradacion del colageno tipo | que contienen el octapép-
tido beta-8AA isomerizado por partida doble. El principio del
test se basa en una técnica sandwich con una duracion total
de 18 minutos.

El andlisis de la colagenasa intersticial se realizd
mediante el test Quantikine proMMP-1 ELISA en suero, que
contiene pro-MMP1 recombinante humano y anticuerpos
contra el factor recombinante. Este test utiliza la técnica
cuantitativa del enzimoinmunoensayo tipo sandwich.

Estudio de la calidad analitica

Para el estudio de la calidad analitica de cada método se
obtuvieron los indicadores de imprecision, inexactitud y
error total para comprobar si se ajustan a los requisitos
recomendados en la bibliografia. Para el calculo de la impre-
cision se indica el CV total de los controles utilizados, para
la inexactitud o error sistematico se calcula el porcentaje de
la diferencia entre la media de cada técnica y el valor diana
considerado como media por el fabricante para cada grupo,
uno de normotensos y el otro de hipertensos. El error total se
calcula mediante la formula (% inexactitud + 1,96 CV total)
para cada uno de los grupos normotensos e hipertensos.

Tratamiento estadistico

Las diferencias clinicas entre los dos grupos de pacientes
fueron analizadas con la t de Student para datos no parea-
dos cuando se demostré distribucion normal, y la U. de
Mann-Whitney con una distribucion no normal. Para anali-
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Tabla 1  Grupo de hipertensos. Variables estudiadas

N Minimo Maximo Mediana Intervalo Intercuartilico
Edad (afos) 52 27 72 56 17
PAS (mmHg) 52 105,0 185,0 136,5 27,0
PAD (mmHg) 52 70,0 120,0 83,5 15,0
Creatinina (mg/dL) 52 0,5 1,1 1,0 0,5
PCR (mg/L) 52 1,1 9,7 2,6 4,2
IMC (kg/m?) 52 26,0 35,0 34,0 6,6
PICP (ng/mL) 52 46,5 184,8 69,5 27,1
ICTP (pg/mL) 52 36,5 526,9 195,0 190,0
MMP-1 (ng/mL) 52 0,1 16,0 1.3 3,0
TGF-beta 1 (pg/mL) 52 9,0 63,0 40,0* 13,0%

IMC: indice de masa corporal; PAD: presion arterial diastolica media; PAS: presion arterial sistolica media; PCR: proteina C reactiva.

Corresponde a la media y desviacion estandar.

Tabla 2  Grupo control. Variables estudiadas

N Minimo Maximo Mediana Intervalo Intercuartilico

Edad (anos) 24 25 64 44 27

PAS (mmHg) 24 70,0 134,0 118,0 22,0

**PAD (mmHg) 24 60,0 92,0 74,5 15,0

PICP (ng/mL) 24 41,3 77,0 54,0 13,9

ICTP (pg/mL) 24 108,0 547,0 314,0 195,0

MMP-1 (ng/mL) 24 1,5 19,3 6,3 3,2

TGF-beta 1 (pg/mL) 24 14,0 94,0 50,0* 23,0*

IMC: indice de masa corporal; PAD: presion arterial diastolica media; PAS: presion arterial sistolica media; PCR: proteina C reactiva.

Corresponde a la media y desviacion estandar.

zar las diferencias entre los biomarcadores del metabolismo
del colageno entre los sujetos controles y los dos grupos de
pacientes se realizd ANOVA de un factor una vez que la nor-
malidad fue chequeada con el test de Shapiro-Wilks. Para
el estudio de correlacion entre los diferentes biomarcado-
res se utilizd la Rho de Spearman. La influencia de posibles
factores de confusion en las correlaciones fue tenida en
cuenta. Las concentraciones de biomarcadores se registran
como la media 4 desviacion estandar. Un valor de p<0,05
se consideré como estadisticamente significativo. El anali-
sis estadistico de los datos se realizé6 mediante el programa
SPSS version 13.0.

Caracteristicas clinicas

Las caracteristicas clinicas y variables bioquimicas estudia-
das en el grupo de hipertensos y en el grupo control se
muestran en las tablas 1y 2.

Biomarcadores circulantes

La prueba de Kolmogorow-Smirnov mostré que los resulta-
dos no se distribuyeron normalmente para PIP, ICTP y MMP-1,
por lo que los valores se describen a través de la mediana
y del intervalo intercuartil y la comparacion de los grupos
se realizo por la prueba U. de Mann-Whitney. Los resultados
para TGF-beta 1 siguieron una distribucion normal siendo
representados sus valores mediante la media & desviacion
estandar. La prueba de Shapiro-Wilk mostré que los resul-
tados para PIP, ICTP, TGF-beta 1 seguian una distribucion

normal. El TGF-beta 1 sigue una distribucion normal tanto
en el grupo de hipertensos como en el control, estando
representados sus valores mediante la media 4 desviacion
estandar. Para la comparacion de medias utilizaremos pues
la prueba t de Student con una p<0,05, dicha prueba no
establecio diferencias significativas tras la comparacion de
los niveles de TGF-beta 1 en el grupo de hipertensos respecto
al grupo control con una p >0,05.

En contra de lo esperado las concentraciones de TGF-
beta 1 no fueron mayores en el grupo de hipertensos sino
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Figura1 Concentraciones plasmaticas de TGF-beta 1 (pg/ml)
en grupo de hipertensos y controles.
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Tabla 3  Analisis de asociacion entre los distintos parame-
tros estudiados

Correlacion
PIP ICTP MMP TGF-beta 1
Rho de Spearman
PIP 1,000 0,266 0,186 0,118
— 0,092 0,227 0,447
52 52 52 52
ICTP 0,266 1,000 0,056 0,143
0,092 — 0,731 0,380
52 52 52 52
MMP-1 0,186 0,56 1,000 -1,06
0,227 0,731 — 0,498
52 52 52 52
TGF-beta 1 0,118 0,143 0,106 1,000
0,447 0,380 0,498 —
52 52 52 52

todo lo contrario, éstas resultaron mas elevadas en el grupo
control pero la prueba estadistica t de Student no establecio
diferencias estadisticamente significativas entre ellos con
una p> 0,05 (fig. 1).

En el grupo de hipertensos la media de los valores de
TGF-beta 1 fue de 40 (13) pg/ml mientras que en el grupo
control fue de 50 (23) pg/ml.

Analisis de asociacién

Para comprobar si existia una correlacion entre los parame-
tros estudiados utilizamos el coeficiente de correlacion de
Spearman. En todos ellos la p fue > 0,05 por lo que pode-
mos afirmar que ninguno de ellos se relacionaba entre si
(tabla 3).

Discusion

El hallazgo principal de este estudio es que en contra de
lo esperado, las concentraciones de TGF-beta 1 no fueron
mayores en el grupo de hipertensos sino todo lo contra-
rio, éstas resultaron mas elevadas en el grupo control.
Las concentraciones plasmaticas elevadas de TGF-beta 1 se
han asociado a enfermedad primaria en humanos al actuar
como promotor de la fibrosis. Diversos estudios han presen-
tado a esta citocina como un factor causal de reestenosis
tras angioplastias, aterosclerosis, angiogénesis y fibrosis
cardiaca. Recientemente también se ha asociado con la
hipertension. Algunos autores han demostrado la relacion
directa entre cifras de PA y niveles plasmaticos de esta cito-
cina y otros la asociacion de polimorfismos en el gen del
TGF-beta 1 y la presencia de hipertensién®-2'. La (ltima
asociacion que podemos constatar es la relacion entre TGF-
beta 1 y la masa del ventriculo izquierdo en pacientes
hipertensos?2.

Por ello se ha postulado la determinacion de las concen-
traciones plasmaticas de TGF-beta 1 como método rutinario
y sencillo para evaluar la actividad fibrogénica en pacientes
con HTA refractaria. En nuestro trabajo no hemos podido
demostrar que existan concentraciones elevadas de TGF-

beta 1 en pacientes con HTA esencial en concordancia con
lo publicado por Derhaschnig et al'> que subraya la implica-
cion de esta citocina en la patogénesis de la HTA Unicamente
cuando se encuentre en fases avanzadas, con lesion de érga-
nos diana, y sobre todo cuando se evidencie dano renal. En
ese mismo trabajo y otro aun mas reciente'® no se pudo
encontrar una relacion entre los niveles de PAy TGF-beta 1,
hallazgo similar al que observamos en nuestros pacientes.

Por el contrario, si se ha encontrado una asociacion
directa entre TGF-beta 1 y estimulacion en la sintesis de
colageno tipo |, asi como inhibicion de la degradacion de
colageno tipo | en dafno cardiorrenal en pacientes con HTA
esencial en la linea de lo publicado por Lijnen et al'’. Nues-
tros resultados permiten afirmar que si excluimos un dano
renal en hipertensos esenciales no se demuestra correla-
cion entre TGF-beta 1 y los distintos marcadores séricos
del metabolismo del colageno tipo | (PIP, ICTP y MMP-1).
Esto permite asumir la hipotesis que sefala que el papel
fibrogénico del TGF-beta 1 tiene predileccion a nivel de
las células renales causando su hipertrofia y produciendo
un exceso de matriz extracelular en las células glomeru-
lares, tubulares y en los fibroblastos intersticiales. Todo
ello esta avalado por las investigaciones'® en pacientes con
enfermedad renal terminal que demuestran una estimula-
cion excesiva del sistema renina-angiotensina-aldosterona,
lo que representa un potente estimulo de la expresion de
TGF-beta 1. La angiotensina Il induce la sintesis de matriz
extracelular y la expresion de TGF-beta 1 en los fibroblastos
cardiacos.

Otro aspecto de gran actualidad es la relaciéon de la
produccion de TGF-beta 1 y los aportes dietéticos de sal
y potasio. Sanders et al?® sefialan que las dietas ricas
en sal influyen de manera independiente a PA y eje
renina-angiotensina-aldosterona en la produccion de even-
tos cardiovasculares en modelos animales y humanos. El
marco teorico propuesto, muestra la presencia de un dese-
quilibrio en la produccion de oxido nitrico (NO) que se
presenta en todos los estados patologicos donde se identifica
disfuncion endotelial. Este hecho desenlaza un mecanismo
compensatorio que concluye con un aumento en la produc-
cion de TGF-beta 1 que promueve a su vez el aumento de la
vasoconstriccion arterial periférica e hipertension. Por otra
parte, Ying et al®* en un estudio con ratas demuestran la
interesante interaccion entre el aporte dietético de potasio
y las dietas ricas en sal, dichos autores senalan que los nive-
les de TGF-beta 1 en orina estan aumentados en animales
con dieta rica en sal que no recibieron aporte suplemen-
tario de potasio. Este hecho pone de manifiesto el papel
fundamental de los canales de potasio dependientes de cal-
cio en la respuesta del endotelio vascular en una situacion
de ingesta elevada de sal. Los pacientes de nuestro estu-
dio, como se reflejo anteriormente, fueron pacientes con
estricto control farmacologico y dietético de sal y suple-
mentos de potasio por lo que se discute en contra de que
este hecho hubiera podido influir en las concentraciones de
TGF-beta 1 que se han presentado en nuestro estudio.

Conclusiones

En conclusion, nuestros datos indican que la medida de
TGF-beta 1 no cumple con las expectativas postuladas ini-



126

C. Macias Blanco et al

cialmente. Estos resultados no han incluido a pacientes
que presentan insuficiencia renal moderada o severa asu-
miéndose que ésta pudiera ser la causa de no encontrar
elevados los niveles plasmaticos de TGF-beta 1. Ademas,
entre las hipotesis a descartar como causa de la no elevacion
de los niveles de TGF-beta 1 en los individuos hipertensos
por encima de los normotensos habria que tener en cuenta
el hecho de que los pacientes estudiados tomaron farma-
cos antihipertensivos (todos ellos con pautas terapéuticas
que incluyeron al menos un farmaco). Todo ello hace, sin
embargo, que se perfile como una citocina a tener en cuenta
en relacion a futuras terapias antihipertensivas, pues podria
ser utilizada como marcador plasmatico de respuesta al tra-
tamiento en pacientes con HTA.

Limitaciones del estudio

Este estudio presenta algunas limitaciones como son: el
reducido nimero de pacientes estudiados, hecho que podria
haber limitado el poder estadistico para encontrar diferen-
cias entre los grupos, el tratamiento previo de muchos de los
pacientes con farmacos, que pueden haber alterado el pro-
ceso de fibrosis en los pacientes y la eleccion de criterios de
exclusion restrictivos en el grupo de estudio, que se sugiere
como posible causa de no encontrar elevados los niveles de
TGF-beta 1.

Finalmente, indicar que para contrastar estos resultados
se propone la realizacion de estudios con un mayor nimero
de sujetos.
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