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Polimorfismos de la enzima convertidora de angiotensina en
poblaciéon mexicana con Diabetes Mellitus No Insulino

Dependiente

*RESUMEN

La DM afecta actualmente a 246 millones de personas alrededor del mundo. En México la
prevalencia en 2005 fue de 10.7% entre personas de 20-69 afios de edad lo cual corresponde a
6.5-10 millones de personas (9° lugar en el mundo). Se estima que en nuestro pais 14 de cada
100 diabéticos tienen nefropatia diabética (ND) y es la primera causa de insuficiencia renal

cronica tanto en nuestro pais como en el mundo.
Los costos anuales en USA son de 35 mil délares por paciente en hemodialisis.

Multiples sistemas se encuentran involucrados en el desarrollo y progresion de la ND, sin
embargo uno de los principales es el Sistema Renina-Angiotensina, no solo por los bien
conocidos efectos hemodinamicos, sino por sus recientemente descubiertas propiedades a favor

de hipertrofia, proliferacién y diferenciacion celular.

En general la literatura reporta que el 25% de los pacientes con diabetes mellitus tipo 2 (DM2)
evolucionan a ND al cabo de 20 afios de la enfermedad y de estos el 20% evolucionan a
enfermedad renal avanzada, sin embargo existen poblaciones especialmente susceptibles al
desarrollo de nefropatia diabética, por lo que factores ambientales asi como genéticos estan

directamente involucrados.

Obijetivo: Evaluar la posible asociacién entre polimorfismos de la ECA y la evolucién de la ND

en poblacion mexicana de pacientes con DM2.

Hipotesis: Si los polimorfismos de los genes que codifican para la enzima convertidora de

angiotensina (ECA) se relacionan con un diferente grado de actividad de dichas moléculas,



entonces se esperaria un diferente patron de evolucion de la ND en relacién con las variantes

polimorficas investigadas.

Material y Métodos: Estudio transversal, de casos y controles, en el cual se incluyeron pacientes
diabéticos tipo 2 y se dividieron en 2 grupos: un primer grupo (grupo 0) de pacientes con
evolucion esperada (>15 afios de evolucion sin nefropatia establecida) y un segundo grupo
(grupo 1) que incluyo pacientes con progresion rapida de la enfermedad (pérdida de la filtracion
glomerular mayor a 5 ml/min/afio). Se analizaron diferentes variables bioquimicas y clinicas asi

como el polimorfismo insercién/delecion del gen que codifica para la ECA.

Resultados: No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en lo que respecta a
las frecuencias alelicas de los alelos de insercién (I) o delecion (D) ni en las frecuencias de los
genotipos 11, ID o DD al comparar el grupo total de pacientes diabéticos con controles sanos. Se
encontré una mayor frecuencia (no significativa) de la presencia del alelo D en pacientes del
grupo 0 en comparacion con pacientes del grupo 1 y una mayor frecuencia (no significativa) del
alelo | en este Gltimo grupo en comparacion con los pacientes del grupo 0. La pérdida de
funcidn renal para cada una de las variantes polimorficas estudiadas fue de 2.4 £3.7,2.8 £29y
2.44 + 4 ml/min/afo para los polimorfismos |1, ID y DD respectivamente, lo cual correspondio a
una pérdida porcentual de 4.4 + 7.3%, 7.2 + 8.6% y 5 + 6.9 %) en el mismo orden segun el

polimorfismo con valor de p no significativo.

Al comparar los porcentajes de casos de cada polimorfismo entre los dos grupos de pacientes
diabéticos, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas, correspondiendo para
el polimofismo Il 21 casos (34.4%) en el grupo 0 vs 4 casos (6.6%) en el grupo 1, para el
polimorfismo ID encontramos 17 casos (27.9%) en grupo 0 y 10 casos (16.4%) en el grupo 1y
finalmente, para el polimorfismo DD se detectaron 7 casos (11.5%) en el grupo 0 y 2 casos
(3.3%) en el grupo 1. Asimismo se identificoé un mayor IMC en la variante DD (29.2 + 3.38
kg/m?) en comparacion con el polimorfismo ID (25.81 + 2.6 kg/m?) (p<0.05) y por otra parte,

la presion arterial sistolica mostré una tendencia (no significativa) a ser mayor en el grupo



homocigoto para el alelo D (155 + 21.7 mmHg) en comparacién con las variantes ID (139 + 18

mmHg) e 1l (150 £ 17 mmHg).

Conclusion: La presencia del alelo D se asocié a un perfil metab6lico mas adverso y a una

tendencia a una mayor progresion del dafio renal en pacientes diabéticos.



*INTRODUCCION

La diabetes mellitas (DM) afecta actualmente a 246 millones de personas alrededor del
mundo (171 millones en el 2000%) y se espera que para el 2025 esta cifra incremente a
380 millones®. En 2007, los 3 paises con maés alta prevalencia fueron India (40.9
millones), China (39.8 millones), USA (19.2 millones) y en México la prevalencia en
2005 fue de 10.7% entre personas de 20-69 afios de edad, lo cual corresponde a 6.5-10
millones de personas (9° lugar en el mundo). Es importante mencionar que la
prevalencia en el mismo grupo de edad incrementa hasta un 15% en la frontera con
USA?Z. La incidencia anual de diabetes a nivel mundial es de 7 millones y en México, en
2005 la incidencia fue de 400000.

La pandemia de DM tiene grandes repercusiones economicas a nivel mundial, la WHO
ha estimado que el costo de la mortalidad por DM en China fue de aproximadamente
250 billones de dolares en el 2005, 225 billones de dolares en Rusia y 210 billones de
dolares en la India en el mismo afio®. En México, segin el Sistema Nacional de
Informacion en Salud (SINAIS), la principal causa de muerte en edad econémicamente
activa es DM, y tuvo un costo anual de 320 millones de dolares en el 2005, lo cual
correspondio al 4.7% del gasto publico de la SSA. Segun datos del IMSS, en 2004 se
destinaron 15000 pesos para la atencién de cada derechohabiente con DM*.

Las alteraciones renales en pacientes con DM se reportaron por primera vez en el siglo
19, por médicos alemanes y franceses los cuales describieron hipertrofia renal y
proteinuria en diabetes. En 1936 Kimmelstiel y Wilson describieron por primera vez las
lesiones glomerulares y no fue sino hasta finales de los 60°s cuando se comenzo a dar la
verdadera importancia a la nefropatia diabética (ND) como causa de enfermedad renal

crénica y de requerimientos de dialisis”.



En México se estima que 14 de cada 100 diabéticos tienen ND y es la primera causa de
insuficiencia renal cronica tanto en nuestro pais como en el mundo, en este Gltimo 35-
40% de los casos nuevos de IRC son secundarios a nefropatia diabética. Los costos
anuales en USA son de 35 mil délares por paciente en hemodiélisis®>. Dado lo
anteriormente mencionado, no es dificil explicar que en los Gltimos afios ha habido un
incremento en la actividad cientifica, basica y clinica, de este problema y ha habido
grandes avances en el entendimiento de la fisiopatologia de la enfermedad y un area de

especial desarrollo ha sido la investigacion en ND.

MANIFESTACIONES CLINICAS E HISTORIA NATURAL

La principal manifestacion clinica que acompafia a los cambios ultraestructurales de los
cuales hablaremos méas adelante son: albuminuria, hipertension arterial sistémica,
disminucién de la funcion renal llevando finalmente a la presencia de uremia y
requerimiento de terapia sustitutiva de la funcion renal mediante las diferentes
modalidades de dilisis o incluso transplante renal.

Si bien en la historia natural de la disfuncion renal en diabéticos tipo 2, no es comdn la
division en estadios como es el caso de la nefropatia en diabéticos tipo 1, existen
muchas similitudes y generalmente se reconocen 3 etapas. Inicialmente se consideraba
la hiperfiltracion glomerular Unicamente en pacientes tipo 1 (estadios 1 y 2 de la
clasificacion de Mogensen), sin embargo en la actualidad se sabe que del 30-40% de los
pacientes diabéticos tipo 2 de reciente diagndstico se encuentran hiperfiltrando, lo cual
se debe a un incremento en la presion intraglomerular y suele haber mejoria y

normalizacion de la filtracion glomerular una vez establecido el tratamiento adecuado®.



Estadio 1(microalbuminuria). Nefropatia incipiente

Excrecidn de albumina de 30-300 mg/dia, en ausencia de situaciones clinicas las cuales
pueden cursar con incremento de la albuminuria como hipertermia, insuficiencia
cardiaca congestiva, ejercicio exhaustivo, alta ingesta proteica o infecciones de vias
urinarias. Generalmente se presenta 6-15 afios posteriores al diagnostico con una
incidencia anual de 2% una vez realizado el diagndstico. Hay discreto incremento en
cifras de tension arterial y desaparece la caida fisioldgica nocturna de la presidn arterial.
Sin el tratamiento médico adecuado, la caida en la filtracion glomerular es de 0.8-1.1

ml/min/afio® ’.

Estadio 2. Nefropatia establecida

Generalmente se presenta después de 15-20 afios de la enfermedad (el 25% de los
pacientes con DM2 llegan a este estadio luego de 20 afios de la enfermedad), la regla es
la presencia de proteinuria (albuminuria mayor a 300 mg/dia o proteinuria mayor a 500
mg/dia) y practicamente todos los pacientes tienen hipertension arterial (prevalencia de
hipertensién del 80%). Cerca del 90% de los pacientes con nefropatia establecida tienen
retinopatia diabética y la prevalencia de retinopatia diabética proliferativa es del 58%.
La proteinuria incrementa entre 15-40% anual con caida en la filtracion glomerular de

10-11 ml/min/afio en ausencia de tratamiento médico adecuado®”’.

Estadio 3. Enfermedad Renal Avanzada

Generalmente se establece 7-10 afios después de mantener proteinuria persistente, sin

embargo difiere enormemente dependiendo el fondo genético, siendo la mayor



incidencia en los indios Pima, seguido de hispanos y afro-americanos. En los primeros
la incidencia acumulada 10 afios posteriores al establecimiento de proteinuria es de 40%
y a 15 afios del 61%, contrastando con la incidencia en caucasicos en los cuales la
incidencia a 10 afios es del 11% y a 15 afios tan solo del 17%

Del 25% de los diabéticos tipo 2 que llegan a ND, solo el 20% progresa a estadio 3% 7.

PATOGENESIS DE LA NEFROPATIA DIABETICA

La ND se caracteriza por una serie de cambios ultraestructurales practicamente en todo
el rifion, los cuales incluyen engrosamiento de la membrana basal glomerular,
hipertrofia glomerular y tubular, acumulacion de matriz extracelular (ECM) y expansion
mesangial, glomeruloesclerosis y fibrosis tabulo-intersticial. La expansion mesangial a
nivel glomerular asi como la fibrosis tabulo-intersticial ocasionan al paso del tiempo
insuficiencia renal®. 10-20% de los pacientes con DM no insulino dependiente
desarrollan ND y esta puede desarrollarse en algunos pacientes pese a un adecuado
control glicémico y en otros puede no desarrollarse a pesar de descontrol metabdlico de
larga evolucion.

Muchos afios de estudio han mostrado que los mecanismos involucrados en el
desarrollo de ND son variados, complejos y se interrelacionan unos con otros, sin
embargo se considera que el pobre control metabolico asi como la duracion de la
enfermedad son 2 de los principales factores involucrados. Se han realizado grandes
esfuerzos para tratar de identificar las vias inducidas por la hiperglucemia a nivel renal,
sin embargo, como se menciond previamente, estos mecanismos son complejos e
involucran no solo la hiperglucemia per se, sino también la generacion de productos
glicosilados y/o polioles, la activacion de vias y sistemas como el sistema renina-

angiotensina-aldosterona (SRAA), la interaccion entre los multiples sistemas como el



SRAA, Redox, polioles, etc., asi como la estimulacion de diversos factores y proteinas

entre ellos el factor de crecimiento transformante beta (TGF-B)°.

Patogénesis de la Nefropatia Diabética: Papel de la glucosa

La hiperglucemia como tal ha sido involucrada en el desarrollo de hiperfiltracion
mediante dilatacion arteriolar aferente secundaria a liberacion de factores como el factor
de crecimiento parecido a insulina tipo 1, oxido nitrico, glucagon y prostaglandinas. La
estimulacion de factores como el factor de crecimiento parecido a la insulina 1 (IGF-1),
el factor de crecimiento derivado de plaquetas, el factor de crecimiento epidérmico y el
TGF-B, estan también implicados en la hipertrofia renal que se observa en los pacientes
diabéticos'®.

Concentraciones altas de glucosa extracelular estimulan la sobre expresion de los
transportadores de glucosa GLUTL1 a nivel de las células mesangiales, lo cual ocasiona
incremento en la captura y metabolismo de glucosa en estas células condicionando un
incremento en la produccion de matriz extracelular mediante activacion persistente de la
via de proteina kinasa C (PKC). Otro mecanismo mediante el cual se sobre expresan
estos receptores es debido al “estiramiento” de las células mesangiales secundarias al
incremento de la presion intraglomerular™.

En presencia de hiperglucemia cronica el 30% de la glucosa es canalizada hacia la via
de los polioles, la cual consta de 2 enzimas, la aldosa reductasa, la cual reduce glucosa
en sorbitol en presencia de NADPH y la sorbitol deshidrogenasa, la cual convierte
sorbitol en fructosa en presencia de NAD. La acumulacion de sorbitol produce por un
lado estrés osmético y por otro el consumo del co-factor NADPH, el cual se requiere
también para la regeneracion del glutation, disminuyendo la capacidad antioxidante

celular, favoreciendo estrés oxidativo®.



Patogénesis de la Nefropatia Diabética: Productos Finales de Glicosilacion
Avanzada (AGES)

La hiperglicemia cronica puede ocasionar glicosilacion no enzimatica de aminoacidos,
proteinas y lipidos. Estos AGEs se encuentran en el suero del paciente asi como en
tejidos renales. Ejemplos de ellos tenemos la pentosidina, carboxymetillisina (CML) y
piralinas, siendo la CML uno de los principales involucrados en las complicaciones
micro y macrovasculares en la DM. El receptor de estos productos derivados de la
glicosilacion avanzada (RAGE) se encuentra en niveles minimos en estado de
homeostasis e incrementa de manera muy importante en estados de DM. A nivel renal,
el principal sitio de expresion de estos receptores es el podocito. EI RAGE traduce los
efectos de diferentes ligandos, entre ellos y uno de los principales es el
s100/calgranulina. Dicha interaccion incrementa muchas respuestas inflamatorias no
solo en pacientes diabéticos sino en multiples entidades patologicas que se caracterizan
por inflamacion crénica. Las interacciones entre ligando-RAGE activan a las células
mesangiales, lo cual lleva a la formacion de citoquinas y proteinas proinflamatorias y
profibréticas. Otra de las células a nivel renal que cuentan con dichos receptores son las
células endoteliales, lo cual puede contribuir de manera importante a las alteraciones

vasculares a nivel glomerular®.

Patogénesis de la Nefropatia Diabética: Estrés Oxidativo y glicooxidativo

Las reacciones de reduccion/oxidacion (Redox) han sido implicadas en vias de
sefializacion celular que llevan a la produccion y liberacion de TGF-B y en células
mesangiales, en respuesta a hiperglucemia, angiotensina Il y AGE hay incremento en la
produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS). Estos agonistas, a nivel de las

células mesangiales activan el NF-kB, incrementan la proteina quimiotrayente de



monocitos y/o PAI-1 mediantes mecanismos que involucran al sistema Redox,
respuestas que pueden ser inhibidas por antioxidantes.

Multiples vias se encuentran involucradas en el incremento del potencial Redox y
glicooxidativo en la DM entre ellas estan las siguientes: 1) incremento en el transporte
de electrones a nivel mitocondrial inducido por hiperglicemia, 2) actividad alterada de
eNOS produciendo radicales superoxido en lugar de oxido nitrico, 3) incremento de la
autooxidacion de la glucosa, 4) produccion de AGE’s y activacion de sus receptores, 5)
depresién de antioxidantes enddégenos como vitaminas A,C y E, acido lipoico, asi como
de enzimas antioxidantes.

Dentro de las consecuencias del incremento del superoxido a nivel renal, tenemos la
inactivacion del oxido nitrico y la produccion incrementada de peroxinitrito. Ademas
del potencial citotdxico del peroxinitrito, la reduccion en la disponibilidad del 6xido
nitrico, origina cambios hemodinamicos intrarenales y puede ademas, influir en la

generacion de matriz extracelular por parte de las células mesangiales®.

Patogénesis de la Nefropatia Diabética: Sistema Renina Angiotensina Aldosterona

(SRAA)

El concepto clasico de la angiotensina Il como un agente vasoactivo el cual participa
Unicamente en la regulacion hemodinamica local y sistéemica es actualmente
modificado, llegandola a considerar una verdadera citosina, la cual juega un papel muy
importante en la ND.

La angiotensina Il regula el crecimiento, proliferacion e hipertrofia de las células
renales mesangiales, incrementa la expresion de proteinas de la matriz mesangial tales
como laminina, colagena y fibronectina y al mismo tiempo, mediante la sobreregulacion

de proteasas inhibidoras, como los inhibidores tisulares de metaloproteinasas y PAI-1,



promueve una menor capacidad para degradar la matriz extracelular. A nivel
tabulointersticial, angiotensina Il tiene la capacidad de promover la diferenciaciéon de
fibroblastos a miofibroblastos, los cuales penetran en los espacios peritubulares y
pericapilares favoreciendo el desarrollo de fibrosis en estos sitios™.

Angiotensina Il tiene la capacidad ademas, de activar células inflamatorias directamente
mediante quimiotaxis y por produccion de mediadores proinflamatorios.

Infiltrado mononuclear, ya sea a nivel glomerular o intersticial ocurre en practicamente
todas las enfermedades renales progresivas, como en la ND y tiene un papel relevante
con respecto al prondéstico y evolucion.

Angiotensina Il, via el receptor de angiotensina 1, activa diferentes factores de
transcripcion nuclear como la proteina activada-1, el NF-xB. Las principales vias de
sefializacion activadas son la PKC, MAPK, PTK, las cuales son vias de sefializacion
sensibles a Redox. El resultado final de la estimulacion de estas vias de sefializacién y
factores nucleares es la produccién y activacion del sistema del TGF-B*.

Datos recientemente publicados sugieren a la aldosterona como un factor, independiente
de angiotensina Il, que impacta directamente en las enfermedades renales progresivas ya
sea mediante los bien conocidos efectos hemodinamicos (hipertension, retencion de
sodio) asf como por tener propiedades profibréticas™. Diversos estudios experimentales
como los de Rocha y colaboradores, han demostrado disminucidn de proteinuria en
ratas “stroke-prone” espontdneamente hipertensas a las cuales se les administro
espironolactona en comparacién con placebo, de igual forma se encontraron menor
namero de lesiones nefroangioescleroticas y fibrosis intersticial en los estudios
histopatoldgicos. El hecho de que estos cambios ocurrieran en ausencia de cambios
relevantes en la presion arterial habla de otros mecanismos directamente involucrados

ademas de los hemodinamicos. En la actualidad sabemos que aldosterona puede



estimular la expresiéon de TGF-B, del factor de crecimiento derivado de tejido
conectivo, del factor de crecimiento derivado de plaquetas y del inhibidor del activador

del plasmindgeno, efectos que han mostrado ser independientes de angiotensina 11** %,

Patogénesis de la Nefropatia Diabética: Aspectos Genéticos

A pesar de la dramatica mejoria en el prondstico de la ND en los ultimos 25 afios, la
pérdida de la filtracion glomerular en pacientes diabéticos es aun 4-5 veces mayor que
en personas sanas, con un rango muy amplio que va de 0-24 ml/min/afio. Como
consecuencia de esto, habra pacientes que requieran dialisis a pocos afios de establecida
la ND y otros que mueran con funcion renal preservada. Evidencia de influencia
genetica en la progresion de la ND fue observada por primera vez en 1989 por Seaquist,
el cual estudié una pequefia familia en la cual 12 de 29 hijos de padres con trasplante
renal debido a nefropatia diabética, eran portadores también de insuficiencia renal
avanzada. Los avances en la Gltima década (el mapeo completo del genoma humano y
desarrollo de métodos avanzados de investigacion) han resultado en un gran nimero de
estudios genéticos en relacion a DM y sus complicaciones, asi como en estudios de las
interacciones genéticas especificas con la respuesta a ciertos farmacos
(farmacogenética) *®.

Siendo el SRAA uno de los principales sistemas involucrados en la fisiopatologia de la
ND, se han estudiado polimorfismos de los diversos componentes del SRAA con
resultados muy diversos dependiendo de las poblaciones estudiadas.

La enzima convertidora de angiotensina (ECA), perteneciente a la familia de las zinc
metalopeptidasas, tiene un papel central en este sistema, convirtiendo la angiotensina |
(decapeptido inactivo) en la angiotensina Il (octapéptido activo), el cual, como ya se ha

mencionado previamente, no solo es un potente vasoconstrictor, sino que posee



propiedades profibroticas. La ECA tiene ademas un papel importante en el sistema de
las kininas, las cuales tienen efectos contrarios a angiotensina II.

El gen que codifica para la ECA se encuentra en el brazo largo del cromosoma 17
(17923), tiene una longitud de 21 kilo bases y comprende 26 exones y 25 intrones.
Actualmente se encuentran registrados en el Centro Nacional de Informacién
Biotecnoldgica (NCBI por sus siglas en inglés) mas de 160 polimorfismos de este gen,
de los cuales la gran mayoria son polimorfismos de un solo nucleotido y s6lo 34 se
encuentran en regiones codificadoras®®.

El polimorfismo insercion/delecion, se refiere a la presencia (insercion, 1) o ausencia
(delecidén, D) de una secuencia de 287 pares de bases de DNA en el intrén 16 del gen.
Dicho polimorfismo fue descubierto en 1990 por Rigat y colaboradores, reportando
ademas que la actividad de la ECA es al menos 2 veces mayor en las personas con el
genotipo DD en comparacion con la variante 11%.

Dada la importancia de esta enzima, asi como la relevancia de los hallazgos de Rigat,
numerosos estudios han puntualizado el papel de los polimorfismos insercidn / delecion
(/D) en la ND. Cabe mencionar que este polimorfismo es tal vez uno de los mas
estudiados en diversas patologfas no solamente en DM*°.

La gran mayoria de los estudios se han realizado en pacientes con DM tipo 1 y en
poblaciones asiaticas asi como caucasicas, por lo que a continuacién se mencionaran
algunos resultados relevantes. Un meta-analisis efectuado de los estudios realizados de
1994 a 1997% reportd que en poblacion caucasica no se observé diferencia
estadisticamente significativa en cuanto a la presencia del alelo D en pacientes con o
sin nefropatia diabética. Cuatro de los 5 estudios analizados fallaron en reportar un
incremento en el riesgo de desarrollar ND en pacientes con genotipo DD o Il (OR 1.10,

95% IC: 0.83 a 1.45). De manera contraria, el analisis de estudios asiaticos encontr6 una



frecuencia del alelo D en pacientes con ND significativamente mayor en comparacion a
los que no desarrollaron ND y un incremento en el riesgo relativo de desarrollar ND en
pacientes con alelo D comparacidn al genotipo I1.

Otro meta-anélisis mas reciente®®, fue realizado en estudios publicados entre 1994 y
2004, con un total de 14727 pacientes, el cual reportd un riesgo de desarrollar ND 22%
menor en homocigotos para el alelo | comparado con portadores de alelo D (OR=0.78,
95% IC: 0.69-0.88), siendo mas pronunciada la asociacion en pacientes asiaticos con
diabetes tipo 2 (OR=0.65, 95% IC: 0.51-0.83).

Inspirado en los estudios de los polimorfismos I/D de la ECA se han investigado otras
variantes génicas de los demas componentes del SRAA. Una mutacion en el gen del
angiotensinogeno, lo cual lleva a la codificacion del aminoacido treonina en lugar de
metionina (angiotensindgeno-M235T) se ha asociado con niveles de angiotensindgeno
incrementados asi como con hipertension arterial. EI mecanismo propuesto es que el
polimorfismo se encuentra en una region promotora del gen lo cual influye directamente
en la tasa de transcripcion. Sin embargo, la asociacion de este polimorfismo con
hipertensidn arterial sistémica esencial ha sido posteriormente puesto en duda. Incluso
un estudio demostrd que los pacientes hipertensos con el alelo T tiene mejor respuesta
al tratamiento con un inhibidor de la ECA.

Con respecto a la progresion de la nefropatia diabética, hasta la fecha no hay evidencia
convincente del efecto de un solo gen sobre la pérdida de la funcién renal en la ND.

La mayoria de los efectos deletéreos de la angiotensina Il son mediados a través del
receptor de angiotensina Il tipo 1 (receptor AT1), cuyo gen contiene 5 exones y 4
intrones, del cual se han encontrado 5 polimorfismos, de los cuales s6lo la variante de
substitucion de A por C en la region + 1166 ha sido significativamente mas comun en

pacientes hipertensos. Hasta la fecha solo un estudio demostré una relacién entre el



polimorfismo C y la progresién de ND en un pequefio grupo de mujeres japonesas, sin
embargo, alun se encuentra pendiente el poder demostrar una asociacion entre el
polimorfismo del receptor AT1 y su traduccidn clinica.

El polimorfismo C-344T de la sintasa de aldosterona ha sido estudiado de manera
extensa en pacientes con hipertension arterial sistémica, hipertrofia concéntrica del
ventriculo izquierdo, falla cardiaca cronica y cardiopatia isquémica. La consecuencia de
dicho polimorfismo es un incremento en la actividad de dicha enzima afectando de
manera positiva (sobreregulacion) la sintesis de aldosterona. Un meta-andlisis de
estudios realizados hasta febrero del 2006, analiz6 42 publicaciones (poblaciones
caucasicas, asiaticas, 1 estudio con poblacion afroamericana y 1 con poblacion latina)
encontrando asociacion significativa entre hipertension arterial y el polimorfismo C-
344T. También se demostrd que el alelo -344C se asoci6 a un menor riesgo de
desarrollar hipertension arterial sistémica. Existen en la actualidad muy pocos estudios
con respecto a este polimorfismo en pacientes diabéticos. Un trabajo publicado en el
2006 no encontrd asociacién entre dicho polimorfismo y el inicio y/o progresién de la
enfermedad en diabéticos tipo 1, sin embargo, si se encontraron cifras mas elevadas de
presion arterial sistolica y diastélica en pacientes con el alelo T. Otro estudio investigo
si el polimorfismo de la sintasa de aldosterona influye en la respuesta hipotensora,
disminucién en la albuminuria y en la preservacion de la filtracion glomerular durante el
tratamiento con losartdn en pacientes diabéticos hipertensos tipo 1, sin poder concluir
que los diferentes genotipos del gen de la sintasa de aldosterona pudiesen influir en la
respuesta al tratamiento con bloqueadores de receptores de angiotensina.

Es importante recalcar que los estudios de polimorfismos han sido realizados
principalmente en poblaciones Caucasicas y Orientales y s6lo unos pocos han sido

llevados a cabo en poblaciones americanas, tanto mestizas como indigenas® ?*. La



poblacién mexicana constituye un grupo étnico que ha sido estudiado desde el punto de
vista genético utilizando una cantidad importante de marcadores ubicados en diversos
cromosomas. Dichos estudios establecen que nuestra poblacion esta constituida por
56% de genes indigenas, 40% de genes Caucasicos y 4% de genes negroides®. Debido
a esta mezcla genética, los estudios reportados en otros grupos étnicos no son aplicables
a la poblacion mexicana, por lo que es de gran importancia el determinar las frecuencias
alélicas y genotipicas en nuestra poblacién y establecer su papel como marcador

genético de susceptibilidad.



*JUSTIFICACION

La ND es la principal causa de insuficiencia renal crénica avanzada en nuestro pais
reportandose 14 casos de ND por cada 100 diabéticos con morbi-mortalidad muy
importante. Diversos mecanismos se encuentran implicados en la patogénesis de la ND,
siendo los méas importantes el SRAA y los productos de la glicosilacion avanzados. El
hecho de que la prevalencia se encuentre incrementada en ciertas regiones asi como en
ciertas razas, tanto de nuestro pais como en otras partes del mundo, subraya la importancia

de factores ambientales asi como genéticos en la patogenia de la enfermedad.

Recientemente se ha estudiado la asociacidon de polimorfismos de los genes que codifican
para el sistema RAA con la evolucion de la ND, encontrando resultados contradictorios,
principalmente en paises asiaticos y europeos. Definitivamente el fondo genético de nuestra
poblacion, dada nuestra naturaleza mestiza es diferente a las poblaciones previamente
mencionadas, por lo que seria de gran utilidad conocer si en nuestra poblacion existe un
perfil genético, en lo que a polimorfismos del gen de la enzima convertidora de

angiotensina se refiere, asociado con diferentes patrones de evolucion de la ND.



*PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Existe asociacion entre variantes polimorficas del gen que codifica para la ECA con los

diferentes patrones de evolucién del dafio renal mediado por DM?



*HIPOTESIS

Si los polimorfismos del gen que codifica para la ECA se relacionan con un diferente grado
de actividad de dicha enzima, entonces podria esperarse un diferente patron de evolucién de

la ND en relacién con las variantes polimorficas descritas.



*OBJETIVOS

Evaluar la posible asociacién entre polimorfismos del gen que codifica para la ECA con la
evolucion de la ND y comparar la frecuencia de dichos polimorfismos en dos grupos de

pacientes con DM con evolucion esperada y con evolucién de rapida progresion.



*MATERIAL Y METODOS.

TIPO DE ESTUDIO

Segun la clasificacion de Kleinbaum desde el punto de vista de direccionalidad (secuencia
de observacion entre exposicion y enfermedad) se trata de un estudio no direccional
(transversal). Desde el punto de vista de temporalidad (relacion cronoldgica entre el inicio
del estudio y la ocurrencia de exposicion o enfermedad) corresponde a un estudio de casos

y controles.

PACIENTES

Criterios de inclusién

Se incluiran pacientes con DM tipo 2 pertenecientes al servicio de nefrologia del Instituto

Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”, que reunan las siguientes condiciones:

=

Pacientes adultos (de cualquier edad y sexo).

2. Pacientes diabéticos tipo 2 sin importar el tipo de terapia a que estén sometidos

(hipoglicemiantes orales y/o insulina).

3. Insuficiencia renal estadio I a IV atribuible a ND diagnosticada en base clinica y/o

histopatoldgica.

4. Pacientes diabéticos de < 15 afios de evolucién con rapido deterioro de la funcion
renal en el Gltimo afio (rapido deterioro de la funcidn renal se refiere a una caida en

la filtracion glomerular de 5-10 ml/min/afio) y retinopatia diabética y/o pacientes



diabéticos de < 15 afios de evolucidn con proteinuria en rangos nefroticos (con o sin
sindrome nefrético) y retinopatia diabética sin respuesta a tratamiento médico
(definido como la asociacion de inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina [IECA’s] y bloqueadores del receptor de angiotensina [BRAs] a dosis

convensionales).

5. Para grupo control se incluiran pacientes con DM de mas de 15 afios de evolucion

sin tener ND establecida

Criterios de exclusion

1. DMtipo 1.

2. IRC estadio V y/o con terapia de sustitucion de la funcién renal.

3. Nefropatia no diabética diagnosticada por biopsia renal o en base clinica.

4. Deterioro agudo de la funcion renal de cualquier etiologia.

5. Hipertension Arterial Sistémica de etiologia secundaria.

6. Pacientes trasplantados o donadores renales.

7. Pacientes con cancer o uropatia obstructiva.



VARIABLES Y MEDICIONES

Variables clinicas

Se obtendran del expediente clinico al momento de ingresar al estudio:

1. Edad al momento de entrada al estudio (afios).

Variable potencialmente confusora, numérica continua, de razon.
*Definicion conceptual: Tiempo de existencia desde el nacimiento.
*Definicion operacional: Afos cumplidos al momento de ingreso al estudio.

2. Género.
Variable potencialmente confusora, nominal.
*Definicion conceptual: Conjunto, grupo con caracteristicas comunes.
*Definicion operacional: Indica el sexo de la persona.

3. Peso.
Variable independiente, numérica continua, de razon.

*Definicion conceptual: Medida de la fuerza gravitatoria actuando sobre un

individuo siendo siempre proporcional a su masa.

*Definicion operacional: Indica los kilogramos que pesa un paciente medido con

una bascula de pie debidamente calibrada.



4. Talla.
Variable independiente, numérica continua, de razon.

*Definicion conceptual: Es la longitud vertical o en direccion de la gravedad de un

paciente.

*Definicion operacional: Indica los metros que mide el paciente medido con cinta

métrica.
6. Indice de Masa Corporal (IMC).
Variable independiente, numérica continua, de razon.

*Definicion conceptual: Relacion entre la masa corporal de una persona y su

estatura.

*Definicion operacional: NUmero que se obtiene a partir de la siguiente ecuacion:

_ Peso (Kg)
IMC= Talla (m)?

7. Presion Arterial Sistolica (PAS).
Variable independiente, numérica continua, de razon.

*Definicion conceptual: Corresponde al valor maximo de la presion arterial en la
sistole cardiaca y se refiere a la presion que ejerce la sangre eyectada sobre la pared

de los vasos sanguineos.



*Definicion operacional: Registro reportado en mmHg al escuchar la primera fase
de los ruidos de Korotkoff mediante esfigmomanometro de columna de mercurio y

estetoscopio.
8. Presidon Arterial Diastélica (PAD).
Variable independiente, numérica continua, de razon.

*Definicion conceptual: Valor minimo de la presién arterial en la diastole cardiaca y

se refiere al efecto de distensibilidad de la pared de las arterias.

*Definicion operacional: Registro reportado en mmHg que se obtiene al dejar de
escuchar los ruidos de Korotkoff mediante un esfigmomandmetro de columna de

mercurio y estetoscopio.
9. Tiempo de Evolucion de DM (TED).
Variable independiente, numérica continua, de razon.

*Definicion conceptual: Epoca durante la cual el paciente ha vivido con el

diagnéstico de DM.

*Definicion operacional: Indica el nimero de afios desde el diagndstico de DM

hasta el momento presente.
10. Complicaciones cronicas de Diabétes Mellitus.

Variables potencialmente confusoras, nominales.



*Definicion conceptual: Conjunto de padecimientos o enfermedades las cuales se
presentan después de cierto tiempo (afios) de evolucion de la enfermedad y que

puede afectar diferentes 6rganos y sistemas.

*Definicion operacional: Indica las enfermedades que padece el enfermo en

diversos aparatos o sistemas como consecuencia de DM de larga evolucion.
11. Sindrome Nefrético.
Variable dependiente, nominal, binaria.

*Definicion conceptual: Sindrome caracterizado por proteinuria en rangos
nefroticos y anormalidades clinicas y metabolicas secundarias a la pérdida urinaria

de proteinas.

*Definicion operacional: Presencia de estos 4 elementos: Proteinuria >3.5 g/dia,
albumina <3.5 g/l, hiperlipidemia (hipercolesterolemia y/o hipertrigliceridemia) y

edema.
12. Tasa de Filtracion Glomerular (TFG).
Variable dependiente, numérica continua, de razén.

*Definicion conceptual: indice que refleja la funcion renal y es determinado por la
alta presion hidrostatica a traves de los capilares glomerulares y es facilitado por la

permeabilidad hidraulica de la pared del capilar glomerular.

*Definicion operacional: Numero reportado en mi/min el cual se obtiene de la

formula MDRD:



FG =170 X CrS — 0.999 X edad — 0.180 x 1.178(raza negra) x 0.755(mujeres)

X BUN — 0.170 X albumina + 0.318
13. Pérdida de la Acelerada de la Funcion Renal (PAFR).
Variable dependiente, nominal, binaria.

*Definicion conceptual: Correspondera a aquellos casos que hubiesen mostrado una
pérdida de la filtracion glomerular mayor a 5 ml/min por afio en el afio previo a la

inclusion al estudio.

*Definicion operacional: Representara una diferencia mayor o igual en términos
absolutos de 5 ml/min de caida de la filtracion glomerular en el afio previo a la

inclusion al estudio.

14. Tratamiento.

Variables potencialmente confusoras, nominales.

*Definicion conceptual: Conjunto de medios de cualquier clase cuya finalidad es la

curacion o alivio e las enfermedades o sintomas.

*Definicion operacional: Indica los medicamentos prescritos al paciente durante la

Gltima consulta.



Variables bioguimicas

Muestras de sangre seran obtenidas para medir:

1. Creatinina sérica (mg/dl).

Variable dependiente, numérica continua, de razon.

*Definicion conceptual: Producto de desecho derivado del metabolismo de la

creatina muscular. Considerado un marcador practico de funcion renal.

*Definicion operacional: Cantidad de creatinina presente en suero medida por

medio de autoanalizador y expresada en miligramos por cada decilitro.

2. Glucosa (mg/dl).

Variable independiente, numérica continua, de razon.

*Definicion conceptual: Compuesto organico (azlcar) que por sus caracteristicas
bioguimicas es un monosacarido, una hexosa (contiene 6 atomos de carbono), una
aldosa (el grupo carbonilo esta en el extremo de la molécula) y es fuente principal

de energia celular.

*Definicion operacional: Miligramos de dicho monosacarido presentes por cada

decilitro de sangre medidos por un autoanalizador.



3. HbAlc o Glicohemoglobina (%).

Variable independiente, numérica continua, de razon.

*Definicion conceptual: Heteroproteina que resulta de la uniéon de la hemoglobina
con carbohidratos libres, unidos a cadenas carbonadas con funciones acidas en el

carbono 3y 4.

*Definicion operacional: Porcentaje de hemoglobina glicosilada en sangre

determinada mediante ensayo inmunolégico fotométrico y expresado en porcentaje.

4. Colesterol.

Variable independiente, numérica continua, de razon.

*Definicion conceptual: Esterol lipido cuyo nombre procede del griego kole (bilis) y
esteros (solido) y es una molécula de ciclopentanoperhidrofenantreno constituida

por cuatro carbociclos condensados.

*Definicion operacional: Cantidad de colesterol presente en el suero medido

mediante un autoanalizador y expresado en miligramos por cada decilitro.

5. Triglicéridos.

Variable independiente, numérica continua, de razon.

*Definicion conceptual: Acilgliceroles formados por una molécula de glicerol y tres
grupos hidroxilos esterificados por tres acidosis grasos ya sean saturados o

insaturados.



*Definicion operacional: Cantidad de triglicéridos presentes en el suero, medido por

un autoanalizador y expresado en miligramos por cada decilitro.
6. Acido Urico.
Variable independiente, numérica continua, de razon.

*Definicion conceptual: Acido débil derivado del metabolismo de las purinas,

trioxipurina con oxigeno en las posiciones 2, 6 y 8 del anillo de oxipurina.

*Definicion operacional: Cantidad de acido drico presente en el suero, medido por

un autoanalizador y expresado en miligramos por cada decilitro.
7. Albimina sérica (g/dl).
Variable potencialmente confusora, numérica continua, de razon.

*Definicion conceptual: proteina natural simple, animal o vegetal, que se disuelve

en agua y se coagula por el calor. Indicador del estado nutricional en seres humanos.

*Definicion operacional: cantidad de albimina presente en suero medida por medio

de autoanalizador y expresada en gramos por cada 100 ml.
8. indice Proteinuria / Creatinuria (g/g).
Variable dependiente, numérica continua, de razon.

*Definicion conceptual: formula mediante la cual se estima la proteinuria ajustada a

la excrecion urinaria de creatinina medida en muestra de orina la azar.



*Definicion operacional: resultado de la division de la proteinuria expresada en

mg/dl entre la creatinuria expresada en mg/dl y expresado en g/g.

Variables genéticas

Muestras de sangre seran obtenidas para medir:

1. Polimorfismo insercién/delecion de la enzima convertidora de angiotensina.

Variable independiente, nominal.

*Definicion conceptual: presencia (insercién, I) o ausencia (delecién, D) de una
secuencia de 287 pares de bases de DNA en el intron 16 del gen que codifica para la

ECA.

*Definicion operacional: la presencia de los diversos genotipos: insercion/ insercion
(1), insercion/delecion (ID) o delcidn/delecion (DD) obtenidos mediante el método

de reaccion en cadena de polimerasa.



*ESTADISTICA

Calculo de tamafio de muestra: en base a una formula para diferencia de medias con una
probabilidad de error tipo 1 de 0.05 y una probabilidad de error tipo 2 de .20, se requeriran

de 15 casos por grupo.

Analisis: Los resultados se expresardn como promedio £ DS o0 bien como proporciones,

seglin corresponda.

Las comparaciones se haran empleando X2 para proporciones o con la prueba exacta de

Fisher.

La comparacion de medias se efectuara con prueba de T de student para muestras
independientes o bien con su alternativa no paramétrica (U de Mann-Whitney). En el caso
de comparacién de mas de dos grupos (de acuerdo a los 3 polimorfismos estudiados) se

llevd a cabo mediante ANOVA de 1 via.

Las Frecuencias de los alelos y genotipos seran obtenidos por conteo directo. Se establecera
si las poblaciones estudiadas estan en equilibrio de Hardy-Weinberg para el polimorfismo

analizado utilizando el programa estadistico ARLEQUIN.



*CONSIDERACIONES ETICAS Y ECONOMICAS

A todos los pacientes se les informo de manera verbal y sin dejar alguna duda la naturaleza
del estudio, los beneficios, los cuales no son obtenidos de manera directa, sino méas bien la
posibilidad de contribuir para poder generar un conocimiento el cual pudiera en un futuro

generar beneficios tangibles. Por otro lado se les dio una hoja de consentimiento informado.

A la Unica intervencidn a la que fueron sometidos los pacientes fue a la toma de muestra de
sangre (20 ml) para la extraccion del DNA, lo cual se llevé a cabo en el departamento de
nefrologia area de investigacion clinica. Se explico que las complicaciones como hematoma
en el sitio de puncion, infeccion, flebitis, son minimas y generalmente resuelven sin

necesidad de realizar alguna intervencion relevante al cabo de 3-4 dias.

Obviamente se explico a los pacientes y familiares que los resultados serian estrictamente

confidenciales.

A los pacientes no se les solicitd estudio extra a los que se solicitan de manera rutinaria en
la consulta de seguimiento de nefrologia, por lo que no se generaron gastos extraordinarios
al paciente por otro lado, los estudios de los polimorfismos de la ECA se realizaron gracias
al invaluable apoyo del departamento de Fisiologia de nuestro instituto a cargo del Dr.
Gilberto Vargas Alarcon, los gastos generados por este concepto fueron cubiertos por dicho

departamento, por lo que nuevamente no se generaron gastos para los pacientes.
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*PROCEDIMIENTOS

1. El estudio se llevard acabo en los departamentos de nefrologia y fisiologia del

Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”.

2. El reclutamiento de los pacientes y la revision del expediente clinico para obtener
las variables clinicas se haran por parte del investigador principal (Dr. Francisco

Rodriguez Illana).

3. La toma de muestras para la medicion de las variables genéticas sera

responsabilidad del investigador principal.

4. Una vez tomadas las muestras se transportaran al departamento de fisiologia donde
se almacenaradn y se realizard la extraccion del DNA como se describe en el

apéndice 1.

5. La determinacién de los alelos de insercion y delecidn se realizara como se describe

en el apéndice 2.

6. Fecha de inicio del estudio: 1 de abril del 2008.

7. Fecha de conclusion del estudio: 26 de julio del 2008.



*RESULTADOS

Se estudiaron en total 63 pacientes diabéticos tomando en cuenta cualquier tipo de
evolucion de la misma. En este grupo 41 casos correspondieron al género masculino

(65.1%) y 21 casos al género femenino (33.3%).

Las frecuencias alélicas y genotipicas se compararon con 100 controles sanos. La tabla 1
muestra la distribucion de dichas frecuencias, las cuales correspondieron a 80 alelos de
insercion en el grupo con DM (63.4%) y 125 (62.5%) en el grupo control (p=NS), 46 alelos
de delecion en el grupo DM (36.5%) y 75 (37.5%) en el grupo control (p=NS). Cuando se
analizaron los genotipos, encontramos 26 homocigotos para el genotipo I/l (41.2%) en el
grupo pacientes comparado con 38 (38%) en grupo control (p=NS). Finalmente en lo que

respecta al estado homocigoto para el alelo de delecién (D/D) encontramos una frecuencia

de 9 casos en el grupo DM (14.2%) y 13 (13%) en el grupo control (p=NS).

Pacientes Controles
n=63 n=100 i
Alelo N fa N Fa
I 80 6349 125 625 NS
D 46 .3650 75 375 NS
Genotipo N fg N fg
I 26 412 38 380 NS
ID 28 444 49 490 NS
DD 9 142 13 130 NS

Tabla 1. Frecuencias alélicas y genotipicas en el grupo de diabéticos y controles sanos



Evaluando la distribucion de variables numéricas en el grupo de pacientes diabéticos (sin
importar el patrén de evolucion clinica) y analizando un total de 63 pacientes, encontramos
una edad promedio de 69 + 8.9 afios (rango de 47 a 87 afos), el peso promedio fue de 68.87
+ 9.64 kg (rango de 40 a 95 kg), talla de 1.6 £ 0.8 (rango 1.33 a 1.75), IMC de 26.69 * 3.35

(rango de 19.6 a 34.9).

El promedio de la presion arterial sistdlica fue de 146 + 19 mmHg (rango de 100 a 200
mmHgQ) y la presion arterial diastélica tuvo un promedio de 78 + 10 mmHg (rango de 60 a
100 mmHg). Desde el punto de vista del tiempo de evolucion de la enfermedad a partir del

diagnostico, encontramos un promedio de 21.5 + 8 afios (rango de 1 a 42 afos).

En lo que se refiere al analisis de variables bioquimicas, en el grupo total de diabéticos, se
encontré una tasa de filtracion glomerular promedio de 50.4 + 18 ml/min (rango de 18 a 89
ml/min), una pérdida de funcién renal promedio de 2.6 + 3.4 ml/min/afio (rango 0 a 17
ml/min), lo cual correspondi6 a una pérdida porcentual promedio de 5.93 + 7.86% (rango
de 0 a 32.6%). La creatinina sérica promedio fue de 1.52 + .62 mg/dl (rango de .64 a 3.65),
el promedio de glucosa fue de 154 + 65 mg/dl (rango de 67 a 366 mg/dl), la hemoglobina
glicosilada promedio fue de 9.19 + 2.87 (rango de 6.3 a 20%), el colesterol sérico de 164 +
39 mg/dl (rango de 93 a 293 mg/dl), triglicéridos 190 £ 92 mg/dl (rango de 68 a 428
mg/dl), &cido urico 6.5 £ 1.5 mg/dl (rango de 2.8 a 9.9 mg/dl) y finalmente la albumina
tuvo un promedio de 4.19 + 4 g/dl (rango de 3.1 a 4.9 g/dl). El indice de

proteinuria/creatinuria fue en promedio de 1.16 + 2 g/g (con un rango de 0.5 a 9.6 g/g).

El grupo DM mostrd las siguientes frecuencias de complicaciones (figura 1): treinta casos

(47.6%) presentaban retinopatia diabética no proliferativa, 8 casos (12.7%) tenian



retinopatia proliferativa. Subdividiendo al grupo de diabéticos en pacientes con ND
establecida (proteinuria mayor a 300 mg/24 hrs) (n= 18) y sin ND establecida (n= 42),
encontramos que 17 pacientes con nefropatia presentaban algun tipo de retinopatia (94.4%),
de los cuales 7 era del tipo proliferativo. Solo 21 pacientes sin ND (50%) presentaban
retinopatia y un solo caso correspondio al tipo proliferativo. 41 casos (tuvieron
antecedentes de cardiopatia isquémica (66%), de los cuales 6 tenian historia de cirugia de
revascularizacion coronaria. Doce casos mostraron manifestaciones de insuficiencia
cardiaca. Un caso habia presentado un episodio de enfermedad vascular cerebral y doce
casos (19%) mostraban algin tipo de neuropatia. Al momento de inclusion al estudio,

identificamos 5 casos de sindrome nefrético (7.9%).
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Figura 1. Complicaciones crénicas

En relacion al tratamiento antiproteinurico que recibia el total de pacientes diabéticos, este
se dividio en 37 casos Unicamente con IECA (58.7%), 10 casos recibian bloqueador de
receptores de angiotensina (15.9%), tratamiento combinado (IECA + ARA) 12 casos (19%)

y 3 pacientes no recibian ninguno de estos tipos de tratamiento (4.8%).



Al efectuar un andlisis por subgrupos de pacientes diabéticos, dividiéndolos en pacientes

con evolucién habitual (grupo 0) y en aquellos con rapida progresion (pérdida de la funcion
renal > 5 ml/min/afno) (grupo 1), encontramos las siguientes diferencias estadisticamente
significativas (tabla 2): Edad (70.8 + 8.2 vs 65 + 9.7 afios para grupo 0 y 1
respectivamente, p= 0.04), tiempo de evolucidén (23 + 7.9 vs 17.6 £+ 7.5 afios para grupo 0 y
1 respectivamente, p= 0.02), tasa de filtracion glomerular al momento de inclusion al
estudio (53.7 £ 18 vs 40.8 £ 15.4 ml/min para grupo 0 y 1 respectivamente, p= 0.01),
creatinina sérica al momento de inclusion al estudio (1.42 + .57 vs 1.84 =+ .7 mg/dl para
grupo 0 y 1 respectivamente, p= 0.04), indice proteinuria/creatinuria (.5 + .93 vs 2.83 + 3
g/g para grupo 0 y 1 respectivamente, p= 0.008) y finalmente albimina sérica (4.28 £ .3 vs
3.9 £ .5 g/dl para grupo 0 y 1 respectivamente, p= 0.02). No se encontr0 diferencia

significativa en el resto de las variables numéricas analizadas.

En lo que se refiera a la presencia de complicaciones en ambos subgrupos de diabéticos no
se encontrd diferencia significativa en la proporcion de pacientes con retinopatia no
proliferativa o retinopatia proliferativa, en el nimero de casos con cardiopatia isquémica,
EVC o neuropatia periférica, ni en la proporcion de pacientes con historia de

revascularizacion coronaria y/o insuficiencia cardiaca. Unicamente encontramos diferencia

significativa al comparar la proporcion de pacientes con sindrome nefrético entre ambos

subgrupos (0 vs 8.2% para grupos 0 y 1 respectivamente, p=.001).

Al analizar las frecuencias alélicas entre grupos de diabéticos, encontramos 62 casos para

el alelo de insercion (66%) en grupo 0 y 18 casos en grupo 1 (57), p= NS. La distribucién



del alelo de delecion fue de 32 casos (34%) en el grupo 0 y 14 casos (43%) en el grupo 1,

p= NS (tabla 2).

Grupo 0 n=47 Grupo 1 n=16 P

Caracteristicas clinicas®

Edad 70.8 £8.2 65+9.7 0.04
Tiempo evolucién 23+7.9 17675 0.02
diabetes

TFG 53.7+18 408 +154 0.01
CrS 142 + .57 184 +.7 0.04
Prot/creat 5+.93 2.83%3 0.008

Frecuencias aléicas”

I (%) 62 (66%) 18 (57%) NS

D (%) 32 (34%) 14 (43%) NS
Genotipo®

Il (%) 22 (48%) 4 (24%) NS

ID (%) 18 (37%) 10 (63%) NS

DD (%) 7 (15%) 2 (13%) NS

"Expresado en media + DS " Expresado en totales (porcentaje)

Tabla 2. Caracteristicas cinicas, frecuencias alélicas y genotipicas entre pacientes con evolucidn esperada
y rapida progresion de nefropatia diabética

Es interesante mencionar que aunque no encontramos diferencia significativa al comparar
la pérdida de la funcidn renal entre los tres polimorfismos, la presencia del alelo D mostro6
una tendencia a mayor pérdida de funcion renal en comparacion con la ausencia de dicho

alelo (24 £ 2.9, 28 + 3.7 y 244 + 4 ml/min/afio para los genotipos Il, ID y DD



respectivamente), lo cual correspondi6 a una pérdida porcentual de 5+ 7.3, 7.2+ 8.6y 4.4

+ 6.9 % en el mismo orden segln cada polimorfismo (figura 2).
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Figura 2. Pérdida de filtracidon glomerular por afio seguin genotipo

Al comparar las diferentes variables clinicas y bioguimicas de acuerdo al genotipo de la
ECA, encontramos una diferencia estadisticamente significativa en el indice de masa
corporal entre la variante ID (25.81 + 2.6 kg/m?) vs la variante DD (29.2 + 3.38 kg/m?), asf
mismo aunque no alcanzd diferencia significativa (p=0.07), la presion arterial sistolica
mostré una tendencia a ser mayor en el grupo homocigoto para el alelo D (155 + 21.7
mmHg) vs el genotipo ID (139 + 18 mmHg) y los homocigotos para el alelo I (150 + 17
mmHg). Se encontr6 ademas diferencia significativa en los niveles de colesterol y
triglicéridos, siendo los valores para colesterol de acuerdo a la variante polimorfica de 180
+ 45 mg/dl para el genotipo 11, 152 + 31 mg/dl para el genotipo ID y 153 + 27 mg/dl para el
genotipo DD y en lo que respecta a los niveles sericos de triglicéridos encontramos un

promedio de 219 + 91 mg/dl para el polimorfismo Il, 167 + 84 mg/dl para el IDy 170 £



105 mg/dl para el polimorfismo DD. El resto de las variables bioquimicas analizadas no

mostraron diferencia significativa al comparar los tres genotipos.

Con respecto a las complicaciones cronicas, una vez mas, resalto que la presencia del alelo
D se asocié con una mayor frecuencia de retinopatia proliferativa, correspondiendo a
12.5%, 50% y 37.5%, para las variantes Il, ID y DD respectivamente (p= 0.05). El resto de
las complicaciones crénicas no mostro diferencia significativa al comparar sus respectivas

proporciones de acuerdo a los tres genotipos (figura 3).
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De acuerdo a observaciones ya conocidas, en el sentido de que la ND raramente se presenta
en pacientes antes de 15 afios de diagndstico, dividimos nuestro grupo de pacientes de la
siguiente manera: ND antes de 15 afios de evolucion posterior al diagnostico y pacientes sin
nefropatia después de 15 afios de diagndstico, encontrando un tendencia, si bien, no

estadisticamente significativa, de presentar con mayor frecuencia el alelo D en los pacientes



con ND antes de 15 afios de diagndstico y el alelo | en los pacientes con DM de larga

evolucion y sin nefropatia.

Finalmente se intento un andlisis multivariado del tipo de la regresion logistica binaria,
tomando como variables blanco el patron de evolucién (esperada o rapida progresion) o
bien el tiempo de evolucién (menor de 15 afios 0 > a 15 afios), sin embargo dicho analisis
no identifico ningun factor de riesgo para dichos desenlaces, debido muy probablemente al

reducido tamafio muestral y a una baja relacion evento/parametro.



*DISCUSION

El objetivo principal de nuestro estudio fue el de conocer si las diferentes variantes
polimorficas del gen que codifica para la ECA se asocian a diferentes patrones de evolucion
de la ND. Encontramos una tendencia aunque no significativa en ese sentido, ya que la
presencia del alelo D se asocié a una mayor pérdida de funcion renal. Asimismo se
observo con mayor frecuencia el genotipo Il en pacientes con larga evolucién de la
enfermedad y sin ND y si bien nuestro estudio no es el primero en tratar de encontrar una
asociacion entre ND y polimorfismos de la ECA, si lo es en lo que respecta a la asociacion

con patrones de progresion de la enfermedad en pacientes mexicanos.

Como es bien sabido la ND establecida raramente aparece antes de 15 afios de establecido
el diagnostico de DM, posterior a lo cual la pérdida en la tasa de filtracion glomerular
puede ser muy variada (5-20 ml/min/afio) dependiendo de varios factores (tratamiento

médico, nivel de presion arterial, etc.).

El aspecto genético es una de las &reas mas investigadas y recientemente se ha estudiado el
polimorfismo I/D de la ECA en diversas poblaciones, predominando estudios en pacientes
con DM tipo 1. Los resultados son contrastantes dependiendo de la poblacion estudiada.
Algunos de estos estudios han encontrado asociacion entre el genotipo DD y deterioro mas
répido de la funcién renal asi como con una mayor mortalidad®®. Otros trabajos han
reportado una incidencia incrementada tanto del alelo D como del genotipo DD en
pacientes diabéticos en terapia de sustitucion de la funcién renal, controlando para tiempo
de evolucion de la enfermedad, entre otras variables, lo cual propone a dicho alelo o

polimorfismo como factor de progresion hacia enfermedad renal avanzada.?’



A diferencia del estudio recientemente publicado por Ortega y colaboradores® en el que se
encontré una frecuencia mayor del genotipo DD en pacientes con ND ya sea establecida o
incipiente en comparacion con pacientes control, nosotros no pudimos corroborar dicha
diferencia, si bien si se identificd un mayor porcentaje de alelo | en pacientes sin ND, asi
como del alelo D en pacientes con evolucion acelerada de la enfermedad, lo cual no alcanzé
significancia estadistica pero consideramos que seguramente esto se debe al tamafio

reducido de nuestra muestra.

La poblacion mexicana mestiza tiene una frecuencia de aproximadamente 40% de genes
caucésicos (especialmente espafioles)®® y los estudios en poblacién caucésica, a
comparacion con estudios en asiaticos, son menos concluyentes y mas contrastantes con
respecto a tratar de encontrar una asociacion entre la ND y los polimorfismos de la ECA,
por lo que tal vez esta sea una probable explicacion a la falta de asociacion contundente
entre la evolucion de la enfermedad y los polimofismos en nuestros pacientes mestizos.
Otra explicacidn es la menor frecuencia del alelo D en poblacion indigena en comparacion
con la poblacion en general, como se reporta en el estudio de Foy y colaboradores en indios
Pima®, en el que se encontré una frecuencia del alelo D de 0.29% vs 0.52% comparandolo
con pacientes caucasicos. Teniendo nosotros un 60% de genes de origen indigena esta
podria ser otra posible causa de la no asociacién contundente entre los polimorfismos de la

ECAy los diferentes patrones de evolucion de la enfermedad.

Ahora bien, definitivamente en el desarrollo y progresion de la ND se encuentra
involucrado todo el sistema renina angiotensina aldosterona, en incluso recientemente se
ha reportado el papel de la aldosterona como profibrética y prolbumindrica,

independientemente de sus efectos hemodinamicos. Esto puede guiar hacia nuevas lineas de



investigacién en nuestros pacientes, evaluando posibles asociaciones de la ND con
polimorfismos del resto del sistema o incluso con otros mediadores independientes del

SRAA, como por ejemplo el factor de crecimiento transformante B.

Nosotros encontramos una asociacion entre el genotipo DD y mayores niveles de la presion
arterial sistélica entre pacientes con evolucion esperada de la enfermedad en comparacion
con pacientes con evolucion rapida, por lo que en un futuro se podria investigar la presencia
de polimorfismos del sistema renina angiotensina aldosterona los cuales se han encontrado
asociados en otros grupos de estudio a hipertensién arterial, como es el caso del gen que
codifica para angiotensinégeno y el gen que codifica para la sintasa de aldosterona y dado
que la hipertension arterial sistémica es uno de los principales factores que influyen en la
progresion de la ND, pudieran entonces estar involucrados dichos polimorfismos en formas

mas agresivas de evolucion de esta entidad.

Estudios previos en nuestra poblacion han podido encontrar asociaciones relevantes entre
la frecuencia del alelo D y el genotipo DD con cardiopatia isquémica. Vargas-Alarcon y
colaboradores® encontraron una mayor frecuencia del alelo D entre pacientes con
enfermedad coronaria comparandolo contra controles sanos (54.1% vs 37.5%, p= 0.0005,
OR = 1.96, IC 95%, 1.34-2.88) y una menor frecuencia del alelo | (45.9% vs 62.5%, p=
0.0005, OR = 0.51, IC 95%, 0.35-0.75) en dichos grupos. Asimismo describieron una
mayor frecuencia y riesgo de enfermedad coronaria asociada al genotipo DD. En este
estudio no encontramos asociacion entre el genotipo o alelo D y la presencia de cardiopatia
isquémica, probablemente también debido al tamafio muestral, dado que esta asociacion

(alelo D y/o genotipo DD y cardiopatia isquémica) ha sido ampliamente encontrada en



diferentes grupos étnicos, incluyendo asiaticos y caucasicos, por lo que debido a nuestro

fondo genético esperariamos encontrar dicha relacion en nuestros pacientes.

Dato relevante es que se encontré una mayor frecuencia de los genotipos involucrando al
alelo D (ID y DD) en casos con retinopatia diabética proliferativa en comparacion con
aquellos casos con el genotipo Il (12.5% vs 50% entre Il vs ID, p=0.05y 12.5% vs 37.5%
entre 1l vs DD, p= 0.05). En este sentido, la presencia del alelo D y del genotipo DD se
asocia con un incremento de hasta 40% en la actividad de la enzima convertidora de
angiotensina®, lo cual puede traducir mayor actividad del sistema y por lo tanto, mayor
produccién de factores profibréticos, como por ejemplo TGF-B, PAI-1, etc., lo cual lleva a
un desequilibrio entre la produccion de matriz y la degradacion de la misma, a favor de lo
primero, asi como a angiogénesis, que clinicamente se manifestaria como proliferacion a

nivel retiniano.

Dado que la proteinuria es el punto cardinal en la evolucion de la nefropatia diabética,
valoramos si la presencia del alelo D o algun genotipo que incluyera dicho alelo, se
asociaba a mayor proteinuria o a sindrome nefrético, no encontrando diferencia
significativa entre los diferentes grupos. Nuestros resultados en este sentido concuerdan con
el estudio previamente publicado por Hadjadj y colaboradores, en el cual se estudiaron
3139 pacientes franceses diabéticos tipo 2, sin que se hubiese encontrado asociacién entre

los polimorfismos de la ECA y macroalbuminuria®.

Analizando el perfil metabdlico de nuestros pacientes, encontramos que los pacientes
homocigotos para el alelo D, presentaban mayor presion arterial sistélica, IMC, asi como

niveles de colesterol y triglicéridos. Como es bien sabido, existe un fondo genético de



predisposicion hacia sindrome metabdlico y se han propuesto como genes candidatos los
que involucran al SRAA. Alvarez-Aguilar y colaboradores® encontraron asociacion entre
el genotipo DD vy el riesgo de desarrollar sindrome metabdlico en poblacion mexicana, con
una razén de momios de 5.48, (IC 95%, 3.20-9.38, p=<«0.0001). Tanto los hallazgos de
Alvarez-Aguilar asi como los nuestros confirman que al menos en pacientes mestizos
mexicanos la presencia del alelo D y mas aun, del genotipo DD se asocia a un perfil
metabolico mas adverso, el cual puede impactar de manera directa en la funcion renal, no
solo desde el punto de vista de la DM y ND, sino también en otras condiciones clinicas
tales como obesidad, hipertension arterial, dislipidemia e hiperuricemia, todos componentes
del sindrome metabdlico, lo que sugiere que pacientes con este perfil genético pueden tener
mayor riesgo de desarrollar deterioro acelerado de la funcion renal. Lo anterior debera de

ser corroborado en estudios prospectivos.

Finalmente, un hallazgo que llamo fuertemente la atencion en nuestro estudio, es el hecho
de que la gran mayoria de nuestros pacientes se encontraban con tratamiento
antiproteindrico a base de IECA y/o ARA, lo cual sugeriria que el tratamiento
farmacoldgico en pacientes con perfiles genéticos aparentemente de mayor riesgo para

deterioro de la funcion renal en nuestra poblacidn, es aun suboptimo.



*CONCLUSION

La presencia del alelo D en nuestra poblacion se asocio a un perfil metabdlico mas adverso

y a una tendencia a una mayor progresion del dafio renal en pacientes diabéticos.



*APENDICES

1. El DNA genomico fue extraido de 10 ml de sangra periférica de cada individuo
utilizando la técnica de expulsion salina®. Cada muestra fue cuantificada y su pureza se

determind utilizando un espectofotometro.

2. El polimorfismo en el intron 16 de la ECA fue determinado por reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) utilizando los siguientes iniciadores previamente descritos: sentido 5’-
CTGCAGACCACTCCCATCCTTTCT-3’ y antisentido 5’-
GATGTGGCCATCACATTCGTCAGAT-3> %, Las reacciones fueron realizadas en un
volumen final de 25 pl conteniendo 200 uM de cada dNTP, 2mM de MgCI ,, 1X de
amortiguador de PCR, 50 pmoles de cada iniciador, 1 pg de DNA y una unidad de Taq
polimerasa. La amplificaciéon se llevo a cabo en un termociclador Perkin Elmer modelo
9700 (Foster City, CA, USA) con las siguientes condiciones: desnaturalizacion a 93°C por
1.5 minutos, alineamiento a 58°C por 2 minutos y extension a 72°C por 2 minutos (30
ciclos). Los productos amplificados fueron corridos en un gel de agarosa al 1.5% tefiido con
bromuro de etidio y se visualizaron en un transluminador de luz ultravioleta. Los tamafios
de los fragmentos fueron estimados por comparacion con un marcador de peso molecular
conocido. El alelo de insercién fue visualizado como un fragmento de 490 pares de bases,
mientras que el alelo de delecién incluyo un fragmento de 199 pares de bases,
presentandose ambos fragmentos en el caso de individuos heterocigotos. Debido a que este
sistema tiene preferencia para la amplificacion del alelo de delecién, cada muestra que se
detect6 como homocigota D/D fue amplificada nuevamente utilizando una pareja de
iniciadores especificos para la insercion (5% 5’-TGGGACCACAGCGCCCGCCACTAC-3’

y 5¢: 5’-TCGCCAGCCCTCCCATGCCCATAA-3’)
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*CONSENTIMIENTO INFORMADO
HOJA DE CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPAR EN EL ESTUDIO:

Polimorfismos de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) en

poblacion mexicana con Diabetes Mellitus No Insulino Dependiente

INVITACION A PARTICIPAR

Usted esta invitado a participar en el estudio que incluye a pacientes con el diagnéstico de DM no insulino
dependientes sin insuficiencia renal crénica avanzada y/o que no reciban terapia sustitutiva de la funcion
renal. El objetivo del estudio es determinar si los pacientes con los diagndstico ya mencionado, poseen
variantes polimorficas del gen que codifica para la enzima convertidora de angiotensina los cuales los hacen
susceptibles a una evolucién atipico de la enfermedad (rapida progresion de la nefropatia, establecimiento de
NDen con corta evolucién de la enfermedad). La historia natural de la enfermedad nos indica que sin
tratamiento médico la NDpuede establecerse aproximadamente 15 afios después del diagnéstico de DM, sin
embargo existen pacientes los cuales presentan dichas complicaciones en un tiempo relativamente menor lo
cual nos hace sospechar de cierta predisposicion genética, o incluso presentan complicaciones pese a contar
con el tratamiento adecuado. Los pacientes con una evolucidn mas agresiva de la enfermedad son propensos a
desarrollar insuficiencia renal crdnica de manera mas temprana incluso alcanzar los estadios finales pese a
tratamiento médico. Existen diferentes factores que estan involucrados en el desarrollo de la enfermedad,
entre ellos un sistema que en medicina se conoce como “Sistema renina angiotensina”, y la enzima
convertidora de angiotensina en una substancia la cual es parte fundamental de este sistema, por lo que los
tratamientos actuales van dirigidos a tratar de bloguear esta enzima. Genéticamente podemos tener esta
enzima con mayor actividad que lo normal, lo cual puede favorecer a desarrollar la NDmas rapido o tener una
enfermedad mas agresiva de lo normal. Al estudiar los genes que codifican para la enzima antes mencionada,
especificamente los polimorfismos, podremos saber si estos se asocian a un patron de evolucién de la
enfermedad y asi en un futuro tan vez poder optimizar el tratamiento en los pacientes que tengan esta

predisposicion genética y de esa manera tratar de evitar que la enfermedad progrese rapidamente o de manera



agresiva.

Su aceptacion en el estudio no implica la administracion de medicamentos diferentes a los que usted recibe

hasta la actualidad. Usted continuaria recibiendo su tratamiento médico y consultas en forma regular.

La decision de participar implica que usted tenga un conocimiento completo de los riesgos y beneficios, los

cuales se detallan en esta carta.

Cualquier duda adicional puede ser aclarada por el investigador responsable.

Una vez que usted lea este escrito y aclare sus dudas, podra decidir si desea participar en el estudio o no.

PROCEDIMIENTOS A REALIZARSE

Inicialmente se revisaran sus antecedentes en el expediente clinico el dia que usted acuda a consulta externa
de nefrologia asi como sus exdmenes de laboratorio, esto se hace de manera rutinaria cada vez que acude a
consultay, si decide participar, se le tomaran muestras de sangre (20 ml). No requerira estar en ayuno para la

toma de dichas muestras y una vez tomadas las muestras podra continuar con sus labores normales.

Como se comentd previamente usted recibiria su consulta de manera normal, y se solicitardn examenes de
laboratorio pertinentes, asi como interconsultas pertinentes (oftalmologia, cardiologia) de acuerdo a los que se
observe tanto en el expediente clinico como al momento de la exploracion fisica, todo lo anterior mencionado
se realiza de manera regular en las consultas. En caso de que no desee participar, esto no influira en las

consultas subsecuentes y se le continuara brindando la intencién medica de manera normal y regular.

EFECTOS INDESEABLES Y RIESGOS

Cuando la sangre es obtenida, usted podra experimentar un leve dolor en el sitio de puncién. Raras veces
ocurren infecciones o inflamacion local. Estos riesgos se reducen al emplear al personal especializado para la

obtencion de muestras.

BENEFICIOS PARA LAS PERSONAS PARTICIPANTES EN EL ESTUDIO



En caso de los pacientes con rapida progresion o evolucién agresiva, podremos conocer aspectos genéticos y
tal vez poder realizar ajustes en el tratamiento médico en el caso de los pacientes con larga evolucién y sin
nefropatia se continuara con mismos manejos y vigilancia pero con el conocimiento de haber participado en

un estudio cuyo objetivo es brindar conocimiento sobre la evolucion de dicha enfermedad.

CONSIDERACIONES ECONOMICAS

Usted no pagaria ningln costo adicional a los que paga por sus consultas y exdmenes regulares, no hay costo

por el examen genético.

CONFIDENCIALIDAD

Los datos generados durante este estudio tendran un caracter estrictamente confidencial. Solo los

investigadores tendran acceso a los datos generados durante el estudio.

DERECHO A ABANDONAR EL ESTUDIO

Su participacion se considera completamente voluntaria y usted puede desistir de participar o continuar en el
estudio en el momento que lo desee. Esta determinacion no afectard de ninguna manera su relacion con el

hospital o el grupo médico.

Si usted considera que cualquiera de los puntos antes mencionados no esta claro, o le surgen dudas nuevas, le
suplicamos aclararlas con el investigador responsable antes de determinar si participara o no en el estudio. Al

Dr. Francisco Rodriguez Illana podréa localizarlo en el teléfono siguiente: 55732911, ext. 1262.

AUTORIZACION

He leido el contenido de este escrito y he decidido por voluntad propia participar en este estudio. Sus
objetivos generales, los particulares y los riesgos posibles e inconveniencias me han sido explicados y
aclarados a satisfaccion. Mi firma indica también que he recibido una copia de la presente autorizacion para

participar.



Nombre Firma

Fecha: Teléfono:

Firma de quien obtiene el consentimiento

Testigo Testigo
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