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ABREVIATURAS

ACTH: Hormona adrenocorticotropa

AH: Arteriolopatia hialina

AP-1: Proteina activada 1

AT1-R: Receptores de angiotensina 1

ATPasa: Adenosintrifosfatasa

BR: Biopsia renal

CP: Ciclofilina

CsA: Ciclosporina

CYP11B1: Citocromo P450, familia 11, subfamilia B, polipéptido 1. 11 B hidroxilasa

CYP11B2: Citocromo P450, familia 11, subfamilia B, polipéptido 2. Sintasa de
aldosterona

EA: Engrosamiento arteriolar

ECA: Enzima convertidora de Angiotensina
ENAC: Canal epitelial de sodio

Fk: Tacrolimus

FDA: Food and Drug Administration
FKBPs: Proteina fijadora de tacrolimus
HSPS: Proteinas de choque térmico
HTA: Hipertension arterial sistémica
ICN: Inhibidores de calcineurina

I/D: Insercién/Delecion

IL-2: Interleucina 2

IP3: Inositol trifosfato

IP3-R: Receptor de inositol trifosfato



JNK: Cinasas terminales JUN NH2

MAPK: Proteina cinasa mitdgeno activada

NCI: Nefropatia crénica del injerto

NFAT: Factor nuclear de las células T

NFATc: Factor nuclear de las células T activada
NF«: Factor nuclear kappa beta

OMIN: Online Mendelian Inheritance in Man. Compendio de genes y fenotipos
humanos

PKC: Proteina cinasa C

RAR: Relacion Aldosterona/Renina

RCT: Receptor de células T

RNA: Acido ribonucleico

ROMK: Canal epitelial de potasio de la medula renal externa
SF-1: Factor esteroidogénico-1

SRA: Sistema Renina Angiotensina

SNPs: Polimorfismo de un solo nucleotido
STRs: Repeticiones cortas en tandem

TE: Tris-EDTA (Acido etilendiaminotetraacético)
TGF-B: Factor transformador de crecimiento B
TSC: Trasportador Sodio-Cloro

11B-OHSD: Enzima 11 B hidroxiesteroide deshidrogenasa 2

Relacién entre los polimorfismos -344 C/T e Int2 W/C del gen gque codifica
para la Sintasa de Aldosterona y el desarrollo de Nefrotoxicidad por
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Inhibidores de Calcineurina en pacientes con Trasplante Renal en el Instituto
Nacional de Cardiologia “ Ignacio Chéavez”.

RESUMEN

Introduccion: Los Inhibidores de calcineurina (ICN) han brindado enormes
beneficios en el campo de trasplante de Organos soélidos asi como en
enfermedades autoinmunes, sin embargo, su uso a largo plazo se encuentra
limitado por los efectos secundarios como la nefrotoxicidad“?. Estudios recientes
sugieren que la Aldosterona juega un papel primordial en la patogenesis de la
Nefrotoxicidad por ICN actuando como mediador en la vasoconstriccion renal y en
la expresioén del factor transformador de crecimiento p (TGFB)®®. Otros estudios

han evaluado el papel de los polimorfismos del Sistema renina angiotensina (SRA)

con la evolucién de la funcién del injerto en pacientes con trasplante renal®%°7®,

Objetivo: Evaluar si los polimorfismos -344 C/T o Int 2WC del gen que codifica
para la sintasa de aldosterona (CYP11B2) se asocian con diferente frecuencia y
magnitud de nefrotoxicidad por inhibidor de calcineurina (ICN) corroborada por

biopsia en una poblacién mexicana de pacientes trasplantados renales

Hipotesis: Existe diferencia en la frecuencia de  presentacion de los
polimorfismos del gen que codifica para la sintasa de aldosterona entre los
pacientes con trasplante renal que desarrollan nefrotoxicidad por ICN confirmada
por biopsia en comparacion con pacientes trasplantados de rifion sin

nefrotoxicidad mediada por ICN corroborada por biopsia.

Material y Métodos: Estudio transversal, de casos y controles, en el cual se

incluyeron 79 pacientes trasplantados en tratamiento con ICN y con biopsia renal
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del injerto divididos en dos grupos: Grupo A, pacientes con trasplante renal y
biopsia de injerto renal descartando Nefrotoxicidad por ICN; Grupo B, pacientes
con diagndstico de Nefrotoxicidad por ICN corroborado por biopsia renal. Se
analizaron diferentes variables clinicas y bioquimicas; se determinaron los
polimorfismos: -344 T/C e Int 2W/C del gen que codifica para la sintasa de
aldosterona en ambos grupos, mediante técnica éstandar PCR-RFLP. Se

analizaron las biopsias renales mediante microscopia de luz.

Resultados: Al analizar las variables al momento de la biopsia renal, los pacientes
con nefrotoxicidad (Grupo B) tuvieron cifras mayores de presion arterial sistélica y
diastélica en comparacion con el grupo sin nefrotoxicidad (Grupo A): 140 * 26.1
mmHg vs 124 + 18.6 mmHg (p= 0.011) y 87 + 13.7 vs 77 = 12.6 (p=0.003),
respectivamente. El acido urico fué mayor en el Grupo B vs el Grupo A (8.2 £ 2.3
vs 6.7 £ 1.9 mg/dL, p=0.008). Los niveles de Inhibidor de calcineurina fueron
mayores con el genotipo WW del Int 2WC (10.4 £ 5.3 vs 6.4 £ 4.3 ng/ml, p =
0.02). Se encontr6 mayor grado de fibrosis intersticial con el genotipo CC del Int 2
WC (p=0.03). No hubo diferencia significativa al comparar los niveles de
aldosterona ni los genotipos presentes entre ambos grupos, que pudieran

identificar genotipos de riesgo para nefrotoxicidad por ICN.

Conclusion: Este estudio sugiere que no existe una asociacion entre los
polimorfismos del gen de la sintasa de aldosterona y el desarrollo de
Nefrotoxicidad por ICN. Se encontré una asociacion entre el genotipo CC del Int
2 WIC con un mayor grado de fibrosis intersicial; asi como mayores niveles

séricos de inhibidor de calcineurina con el genotipo WW del mismo polimorfismo.



12

En futuros estudios podria realizarse un seguimiento estricto en busca de
asociacion del genotipo CC del polimorfismo Int 2 W/C con menor sobrevida del
injerto a largo plazo. Este estudio sugiere que el papel que juega la Aldosterona
en la Nefrotoxicidad por ICN, no parece ser dependiente de los polimorfismos de

la sintasa de aldosterona.
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CAPITULO |

MARCO TEORICO

INTRODUCCION

Durante los dltimos 25 afios se han generado grandes avances en materia
de trasplante renal, histocompatibilidad e inmunosupresion mejorando la sobrevida
a corto plazo del injerto renal y de los pacientes con insuficiencia renal crénica
sometidos a trasplante!”). Los cambios en la terapia inmunosupresora han logrado
disminuir la incidencia de rechazo y disfuncién aguda del injerto reportando la
sobrevida actual del injerto a 1 afio del 85 % en donador con muerte encefélicay a
95 % en trasplante de donador vivo®. Sin embargo, los mdltiples factores que
contribuyen a la nefropatia cronica del injerto (NCI), causan un gran impacto en la

sobrevida del injerto a largo plazo.

Durante el primer afio, la disfuncién aguda del injerto puede presentarse
por causas inmunolégicas como rechazo agudo y causas no inmunoldgicas que
incluyen complicaciones de la técnica quirlrgica, complicaciones urolégicas,
obstruccion, necrosis de uréter, trombosis del injerto por estados procoagulantes
previos 0 asociado a la técnica quirdrgica y toxicidad por inhibidores de
calcineurina. Posterior al segundo afio, intervienen multiples factores que

contribuyen al desarrollo de la NCI®.

La NCI es un fenébmeno complejo causado por la enfermedad renal

subyacente, asi como por factores genéticos y/o ambientales sobreimpuestos. Se
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caracteriza por una peérdida progresiva de la funcion del injerto renal en
combinacion con hipertension y proteinuria que inician meses o afnos posterior al
trasplante. Es considerada una causa importante de pérdida a largo plazo de la
funcion del injerto®?. La identificacion de los factores de riesgo que puedan
mejorar la sobrevida del injerto, es una prioridad en las investigaciones de
trasplante renal. En la NCI se ha demostrado que influyen factores tanto
inmunologicos como no inmunoldgicos, la distincion entre estos dos grupos de
factores de riesgo es conveniente, sin embargo pueden coexistir y los eventos

tempranos pueden predisponer a eventos de aparicion tardia®.

Auln cuando los factores inmunolégicos constituyen una causa importante
de pérdida del injerto, los factores no inmunolégicos como hipertensiéon (HTA),
dislipidemia y la nefrotoxicidad crénica por el uso de inhibidores de calcineurina

juegan un papel importante en el desarrollo de NCI®.

INHIBIDORES DE CALCINEURINA

En noviembre de 1983, aproximadamente 13 afios después de haber sido
obtenida por primera vez del hongo tolypocladium inflatium, es aprobada por la

Food and Drug Administration(FDA) el primero de los medicamentos conocidos
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como inhibidores de calcineurina (ICN), la Ciclosporina (CsA), con peso molécular
de 1202 D, endecapeptido ciclico, altamente hidrofébico, para ser utilizada como
piedra angular en la terapia inmunosupresora en trasplante renal®. Los primeros
estudios en trasplante renal mostraron incremento en la sobrevida del injerto a 1
afo entre 70%-80% y Tilney y cols reportaron un incremento en la sobrevida del
injerto renal de 48% a 76% a 2 afios postrasplante”. Posteriormente Kino y cols
en 1984 descubren un potente inmunosupresor producido por Streptomyces
tsukubaensi, un hongo del suelo, el cual nombran Tacrolimus (Fk), con un peso
molecular de 804 D, antibidtico macrélido lactona. En 1987 se publica el primer
reporte de trasplante experimental y finalmente en 1994, aproximadamente una
década después de la ciclosporina, es aprobado por la FDA el tacrolimus,
inicialmente en el trasplante hepéatico y posteriormente en cualquier tipo de

trasplante de 6rgano sélido®.
CALCINEURINA

La calcineurina es una enzima de tipo fosfatasa serina/treonina dependiente
de calcio y de ubicua presencia, perteneciente a la familia de las fosfatasas
proteinicas. La estructura bioquimica de la calcineurina consta de 2 subunidades:
la subunidad A representa el sitio activo y consta de los dominios cataliticos y
regulador, este ultimo se encuentra hacia el lado carboxiterminal, el cual, a su vez
se subdivide en los dominios de unidn con calcineurina B, union con calmodulina y
dominio autoregulador; el cual sirve como inhibidor de la enzima en ausencia de

calmodulina. La importancia de la subunidad B radica en ser el sitio donde se une
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el calcio, la subunidad B tiene 4 estructuras que tienen la capacidad de fijar cuatro

moléculas de calcio®.

Dada su presencia ubicua, dicha enzima se encuentra en practicamente todos los
tejidos, sin embargo sus funciones en el sistema inmunoldgico han sido
estudiadas profundamente y tiene especial relevancia principalmente en el campo
de trasplante de érganos. La calcineurina se encarga de la regulacién de la
transcripcion del factor de crecimiento de células T, la Interleucina 2 (IL-2), a
través del siguiente mecanismo: el complejo antigeno/complejo mayor de
histocompatibilidad se une al receptor de células T (RCT) y activa la cascada de
sefalizacion, la cual genera inositol trifosfato (IP3) y activacion de su receptor
(IP3R) en el reticulo endoplasmico. Posteriormente se produce liberaciéon de calcio
del reticulo endoplasmico, lo cual produce activacion de canales de calcio de
membrana, ocasionando incremento del calcio intracelular. La calcineurina forma
un complejo con calmodulina y calcio (forma activa de la enzima) y defosforila al
factor nuclear de las células T activadas (NFATc). Dicho factor se transloca al
nucleo donde puede unirse a otros factores nucleares como la proteina activada 1
(AP-1), el factor nuclear kappa beta (NFxB); o puede actuar de manera
independiente, generando como resultado final la transcripcion de genes que
codifican para interleucina 2 (IL-2), la cual, tiene la capacidad de ocasionar

diferenciacion y proliferacion de células T® (Figura 1).

Los inhibidores de calcineurina actlian mediante mecanismos de accién

dependientes e independientes de calcineurina®.
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MECANISMOS DEPENDIENTES DE CALCINEURINA

Los inhibidores de calcineurina ejercen su accién uniéndose a las llamadas
inmunofilinas con lo cual aumentan su afinidad por la calcineurina, en el caso de la
ciclosporina es la ciclofilina (CP) y en el caso del tacrolimus es la proteina fijadora
de tacrolimus (FKBPs). El complejo formado por la inmunofilina y la droga se
asocia a la calcineurina activada, inhibiéndola y evitando la defosforilacion del

NFATc y la cascada de eventos subsecuentes®.
MECANISMOS INDEPENDIENTES DE CALCINEURINA

La activacion transcripcional del gen de IL-2, requiere de la interaccion de
muchos factores de transcripcion, entre ellos AP-1, NFxf y NFAT. Las vias de
sefalizacion JNK y p38, pertenecientes a la superfamilia MAPK (protein-kinasa
mitogeno-activada), se activan principalmente en respuesta al estrés, sin embargo
se ha demostrado que ambas vias se disparan cuando las células T se activan
mediante el receptor de células T o el receptor coestimulador CD28. Estas vias
llevan a la activacion de factor nuclear AP-1 ocasionando la activacion
transcripcional de IL-2. Esta via de sefalizacion también puede ser inhibida

mediante los inhibidores de calcineurina®.
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Figura 1.- Mecanismo de accion de inhibidores de calcineurina. Receptor de células T (RCT), factor activador
nuclear de la transcripcion de células T desfosforilado (NFAT) y fosforilado (NFAT-P), Interleucina 2 (IL-2).

NEFROTOXICIDAD

Son enormes los beneficios de los inhibidores de calcineurina tanto en el
campo de trasplante de 6rganos solidos asi como en enfermedades autoinmunes,
sin embargo, el uso a largo plazo se encuentra limitado por sus efectos
secundarios tales como disfuncion renal aguda y cronica, hipertension,

desérdenes electroliticos (hiperkalemia, hipomagnesemia e hipocalcemia),
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acidosis tubular, sindrome urémico hemolitico e incapacidad para concentrar la
orina. La nefrotoxicidad es el efecto adverso mas frecuente y de mayor relevancia
desde el punto de vista clinico™. En un estudio recientemente publicado en el
New England Journal of Medicine, Nankivell y cols. mostraron que después de 10
aflos de tratamiento con inhibidores de calcineurina, 100% de los pacientes

trasplantados presentan nefrotoxicidad®?.

Se han descrito dos formas de nefrotoxicidad: la aguda o moderada y la crénica o
severa, las cuales dependen del tiempo de administracién del farmaco, asi como
de la dosis utilizada. Se ha observado que la nefrotoxicidad aguda es reversible al
disminuir la dosis de ICN o suspender el farmaco; sin embargo, esto puede
conducir al rechazo del injerto. En cambio, la nefrotoxicidad cronica, se desarrolla
con el tratamiento a largo plazo con ICN y se caracteriza por la presencia de
lesiones estructurales en el tejido renal como son la arteriolopatia y fibrosis

tabulointersticial, siendo esta tltima irreversible®?®,

MECANISMOS DE NEFROTOXICIDAD AGUDA

La nefrotoxicidad aguda se caracteriza por vasoconstriccion arteriolar
aferente y eferente. EI predominio de la vasoconstriccion preglomerular causa
reduccion en el flujo plasmatico renal y en la filtracion glomerular, lo cual es
reversible y dependiente de la dosis. Entre los mecanismos involucrados se
encuentra la activacién del sistema simpatico, del sistema renina angiotensina
(SRA), endotelina, tromboxano A2 y prostaglandinas™**®. Existe sobreproduccion

en la liberacion de estos agentes vasoactivos, lo cual origina un desequilibrio entre
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sustancias vasoconstrictoras y vasodilatadoras como prostaciclinas y oxido

nitrico®.

Estudios in vivo e in vitro han mostrado que la CsA aumenta la formacién de
radicales libres que se inducen durante el fendmeno de hipoxia, la cual se
presenta como consecuencia de la vasoconstriccion renal inducida por CsA.
También se ha sugerido que este inmunosupresor altera el microambiente celular

e induce en forma directa estrés celular®”.
MECANISMOS DE NEFROTOXICIDAD CRONICA

Se han propuesto al menos tres factores importantes que intervienen en las

alteraciones estructurales de la nefrotoxicidad crénica por ICN:

1. Activacion del Sistema Renina Angiotensina. EI SRA juega un papel crucial en
el dafo estructural secundario a toxicidad crénica por inhibidores de calcineurina,
en el cual, la angiotensina Il a través de los receptores de angiotensina 1 (AT1-R)
no solo participa en la vasoconstriccion renal, sino que también promueve

procesos fibréticos, asi como la liberacién de aldosterona'’*?.

2. Hipoxia. Al igual que en la nefrotoxicidad aguda, en la crénica se presenta
mayor vasoconstriccion renal y por lo tanto, mayor grado de hipoxia, lo que trae
como consecuencia la formacién de radicales libres que inducen dafio celular y

promueven apoptosis, provocando mayor dafio tisular™®.

3. Sobreexpresion del factor de transformador de crecimiento beta (TGFB). Una de

las principales vias sobrereguladas ya sea dependiente o independiente de
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angiotensina Il es la del TGF-B, el cual favorece fibrosis renal a travées de la
induccion de proteinas de matriz extracelular como colagena y fibronectina,
produciendo un desequilibrio entre la produccidn de matriz extracelular y la
degradacion de la misma, a favor de la sobreproduccion. La Osteopontina también
se encuentra involucrada de manera importante en los mecanismos de fibrosis en
la nefrotoxicidad crénica asi como en la quimioatraccion de macrofagos hacia el

tubulointersticio®®29,

ALDOSTERONA

La aldosterona se produce en la zona glomerular de las glandulas
suprarrenales, siendo su precursor el colesterol. Después de una serie de
reacciones, finalmente es sintetizada a partir de la desoxicorticosterona por la
accion de la enzima mitocondrial P450Cl1l (CYP11B2) también Illamada
aldosterona sintasa. La aldosterona es un mineralocorticoide cuya funcién
principal es el mantenimiento del volumen extracelular a través del aumento de la
reabsorcidon de sal y la secrecion de potasio en el tibulo distal y colector. Debido a
la solubilidad de la aldosterona en los lipidos, ésta difunde facilmente al interior de
las células donde interactia con el receptor mineralocorticoide, a esta accion se le
conoce como “efecto gendmico” de la aldosterona. La mayoria de las acciones

conocidas de la aldosterona, tanto en células epiteliales como no epiteliales, son
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mediadas a través de la activacion de los receptores mineralocorticoides, los
cuales son capaces de regular la expresion y trascripcion de diversos genes®V.
Una vez que el complejo aldosterona-receptor viaja al nacleo, se une a diferentes
regiones promotoras de diversos genes que contienen elementos de respuesta a
mineralocorticoides®?. Los principales genes regulados por la aldosterona son los
que codifican para el transportador sodio-cloro (TSC), subunidad alfa del canal
epitelial de sodio (ENaC), canal epitelial de potasio (ROMK) y ATPasa sodio-

((24.25)

potasio, localizados en el tabulo distal y en el tabulo colecto Ademas de la

presencia de los receptores mineralocorticoides en el tubulo distal y colector, éstos

también se encuentran en miocitos, cerebro y endotelio vascular®®.

Los glucocorticoides y mineralocorticoides tienen la misma afinidad por los
receptores de aldosterona, los primeros son mas abundantes que los segundos,
por lo que la especificidad para que la aldosterona se una a su receptor es
mediada por la presencia de la enzima 113-hidroxiesteroide deshidrogenasa (11[3-
OHSD), que degrada a los glucocorticoides permitiendo que sélo la aldosterona se
una a su receptor; por lo tanto, la presencia de esta enzima es esencial para que
la aldosterona realice sus efectos®V. En el tejido renal, esta enzima se encuentra
principalmente en el epitelio del tubulo distal y colector, pero también se ha
observado en el epitelio y endotelio glomerular. La presencia de la sintasa de
aldosterona en diferentes tejidos, sugieren que ejerce acciones locales en
diversos 6rganos independientes de su accion clasica conocida®?. En lineas
celulares de leucocitos mononucleares humanos, células del musculo liso vascular

y cardiomiocitos, se ha observado que la aldosterona puede producir acciones
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rapidas que se caracterizan por aumento en los niveles de inositol trifosfato (IP3)
y calcio intracelular, asi como disminucion de la actividad de la proteina cinasa C
(PKC) y la activacion de la bomba Nak/ATPasa®®”, por lo que se ha propuesto que
la aldosterona ejerce efectos directos sin modificar la trascripcion de genes, lo que
se ha denominado “efectos no genomicos” de la aldosterona, que parecen ser

mediados por receptores de membrana adn no identificados®®.

Desde el punto de vista renal, recientemente se reporté que la infusién de
aldosterona en ratas normales induce sobreexpresion de TGFB “°*9 o que
sugiere que esta hormona podria participar en procesos fibréticos intrarrenales.
Asimismo, en ratas espontaneamente hipertensas que desarrollan nefropatia
maligna, Rocha y cols. mostraron que la inhibicibn selectiva de aldosterona

previene la aparicién de proteinuria y el desarrollo de glomeruloesclerosis®V.
ALDOSTERONA EN LA NEFROTOXICIDAD INDUCIDA POR CSA

La nefrotoxicidad por CsA es acompafiada por la activacion del sistema
renina angiotensina, de manera simultanea, en esta nefropatia se produce
aumento en la expresion de TGFB, factor que parece ser regulado por la

aldosterona.

En un estudio reciente se evalud el papel de la aldosterona en el desarrollo de
nefrotoxicidad por CsA en ratas®?. El primer hallazgo fue que la sobrevida a 21
dias de los animales a los que se les indujo nefrotoxicidad cronica por CsA
aumenté de manera espectacular cuando se bloguearon los receptores de

aldosterona con espironolactona. A nivel renal, los principales cambios
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histolégicos que observaron en este modelo fueron la arteriolopatia y la fibrosis

tGbulointersticial®?.

Con el objetivo de conocer los mecanismos responsables del efecto protector de
espironolactona sobre las alteraciones estructurales inducidas por CsA, se ha
evaluado la expresion génica de TGF, fibronectina, coldgena | 'y [V por andlisis
de Northern blot. La nefrotoxicidad crénica por CsA se asocié con
sobrerregulacion de estas proteinas, efecto que fué completamente revertido con
el bloqueo de los receptores de aldosterona, sugiriendo que la expresion de TGFf

es regulada por esta hormona mineralocorticoide®?.

Otro hallazgo particularmente interesante es el efecto que ejercid la
espironolactona sobre la funcion renal. La administracién crénica de CsA produce
disminucién significativa de la funcidn renal, en cambio, la inhibicién selectiva de
los receptores de aldosterona con espironolactona previno completamente la
disminucién de la funcién renal en las ratas tratadas simultineamente con CsA®?),
Los resultados sugieren que la disfuncion renal cronica inducida por CsA es
mediada en buena parte por la aldosterona, ya que la espironolactona protege al
riion de las alteraciones hemodinamicas inducidas por este inmunosupresor.
Estudios preliminares muestran que el blogueo de aldosterona también previene la
nefrotoxicidad aguda por CsA, lo que se asocié con normalizacion del flujo

sanguineo renal®,

Con lo anteriormente expuesto, los mecanismos por los cuales la

aldosterona pudiera intervenir en la nefrotoxicidad crénica por ICN son: a)
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regulacion del tono vascular (actuando como agente vasoactivo y promoviendo la
liberacion de factores vasoconstrictores) provocando disminucion del flujo
sanguineo renal y del filtrado glomerular; b) contribucién al desarrollo de fibrosis
por aumentar la formacion de radicales libres e inducir la expresion de TGF[, una
importante citocina profibrética, que promueve el depdésito de proteinas de matriz

extracelular®.
SINTASA DE ALDOSTERONA (CYP11B2)

El gen CYP11B2 codifica para la enzima esteroide 11/18-beta-hidroxilasa
(sintasa de aldosterona), la cual funciona a nivel mitocondrial en la zona
gromerular de la corteza suprarenal para sintetizar aldosterona. Este gen tiene
gran similitud con el CYP11B1, gen que codifica para la enzima 11-beta-
hidroxilasa, la cual es responsable de la sintesis de cortisol. Los cambios en su
actividad, se relacionan con la sintesis de metabolitos esteroideos con actividad
mineralocorticoide. Ambos genes (CYP11B1, CYP11B2) se encuentran en el

cromosoma 8924 (OMIN). (34,35)

La presencia de variaciones en el gen de la sintasa de aldosterona
(CYP11B2) puede tener influencia en la actividad de la Aldosterona. En
investigaciones sobre las formas monogénicas de hipertensibn en modelos
animales, se han estudiado los cambios en la expresion y actividad de esta
enzima, observando una relacion con las alteraciones en la homeostasis del sodio
y la expresién de hipertension debido a los defectos en el metabolismo de los

mineralocorticoides. Con estos argumentos, puede concluirse que el gen
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CYP11B2 es candidato para estudios genéticos de asociacion con

hipertension©=7),

ESTRATEGIAS PARA EL ESTUDIO DE GENES INVOLUCRADOS EN

ENFERMEDADES

Actualmente se encuentran disponibles una gran variedad de estrategias
para identificar los factores genéticos involucrados en las enfermedades
mendelianas y complejas. El analisis de ligamiento y los estudios de asociacion,
son dos métodos analiticos complementarios utilizados para detectar tanto las
regiones genéticas especificas como genes que estan involucrados en el
desarrollo de alguna enfermedad. Los estudios de asociacion son los que ofrecen
una excelente herramienta metodoldgica para identificar alelos de susceptibilidad,
los cuales, tienen poca contribucion genética a la enfermedad, pero cada uno de
los genes candidatos presentan una susceptibilidad en la etiologia de la misma y
s6lo cuando la interaccién de los genes es aditiva es cuando se presenta la
enfermedad. Los estudios de asociacion a diferencia de los de ligamiento
generalmente no dan una asociacion causal, pero si contribuyen en la basqueda
de genes con poco efecto genotipico de las enfermedades, por lo tanto estos
estudios dan un riesgo relativo del alelo que esta siendo analizado con respecto a
la enfermedad®®. Los estudios de asociacién son los que han identificado algunos
de los genes que se han reportado involucrados en patologias como la
hipertension arterial sistémica esencial, asi como enfermedades que cursan con

remodelamiento cardiaco (cardiopatia isquémica) y fibrosis a nivel renal
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(nefropatia diabética y diversas glomerulopatias), aunque mucho de esto depende

de la geografia y etnicidad de cada poblacion®“?.

ESTUDIOS DE ASOCIACION ALELICA

A diferencia de los analisis de ligamiento, los cuales escanean todo el
genoma o una region grande del mismo, los estudios de asociacion se emplean
para estudiar pequefas regiones y/o segmentos del genoma. Este tipo de estudios
han dado resultados excelentes para identificar genes ubicados en las regiones
gendmicas que han dado ligamiento en diversas enfermedades. Con estos
estudios se pueden identificar regiones cromosémicas pequefias, ademas de
genes de pequeiio efecto en la enfermedad. Este tipo de disefio se puede realizar
en: a) casos y controles y b) basados en familias; padres e hijos afectados o pares
de hermanos afectados. En el primer caso se analizan enfermos (casos) e
individuos sanos (controles) no relacionados y se compara la frecuencia de
marcadores polimoérficos en ambos individuos. Si la frecuencia del alelo especifico
del marcador se encuentra en mayor frecuencia en los casos que en los controles,
con un poder estadistico mayor a 0.8 entonces decimos que el marcador esta
asociado a la enfermedad. El hecho de que haya una asociacion entre un
marcador y una enfermedad generalmente se toma como evidencia preliminar de

ligamiento entre el marcador y el locus que causa la enfermedad“?.

CAUSAS DE ASOCIACION

Se conoce que la asociacion se puede deber por: a) Efecto directo del

marcador alélico en estudio; en algunas ocasiones el polimorfismo estudiado en
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ciertas enfermedades es la causa directa de asociacion por estar involucrado en la
susceptibilidad de la enfermedad. b) Desequilibrio de ligamiento; la asociacion
puede no ser debida al polimorfismo que se esta estudiando, sino a otro
polimorfismo que esté cercano a él, el cual es el verdadero causante de la
susceptibilidad. c¢) Estratificacion poblacional; muchas poblaciones presentan
subgrupos que no se mezclan, esto puede condicionar a que tanto la enfermedad
como algunos marcadores alélicos podrian ser mas comunes entre los individuos
de los subgrupos. Cuando se presenta este fenomeno los estudios pueden dar

falsos positivos o falsos negativos“?.

EL GENOMA HUMANO Y LOS ESTUDIOS DE ASOCIACION

Gracias a la secuenciacion completa del genoma humano se pudo conocer
la distribucién exacta de los genes en los cromosomas?, también se conocieron
las variantes mas comunes en el genoma. Las dos variantes mas comunes son los
repetidos cortos en tdndem (STRs) o microsatélites y los polimorfismos de un solo
nucledtido o SNPs (Figura 2), de hecho dos individuos cualquiera comparten el
99.9% de su genoma, el 0.01% restante representa la variabilidad de cada
individuo.

Los SNPs son una herramienta cada vez mas importante para el estudio de la
estructura e historia de nuestro genoma?. El uso mas comin de SNPs es para
los estudios de asociacion, que buscan una asociacion estadistica entre los alelos
y los fenotipos (generalmente enfermedades), para establecer claramente a genes

candidatos causantes de la susceptibilidad a desarrollar la enfermedad?.
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Los SNPs se han encontrado distribuidos a través de todo el genoma humano,
ésto ha resultado en grandes avances en la determinacion de marcadores
polimorficos en las enfermedades comunes, de hecho, actualmente los SNPs son
los mejores marcadores para realizar analisis de asociacion.

Los polimorfismos son variaciones normales en el ADN que se transmiten de
forma mendeliana y se encuentran en la poblacion con una frecuencia mayor al 1
%, su distribucion en el genoma es amplia y gracias a ellos se han realizado
mapas fisicos de alta resolucion”. Se estima que los SNPs se encuentran
aproximadamente cada 500 bases o menos, lo cual lleva a que se proponga un
niimero mayor a los 7.7 millones reportados por Riva®?, de hecho, se calcula que

existen entre 10 y 20 millones de SNPs distribuidos a través de todo el genoma®®.

IMPORTANCIA DE LOS SNPS EN LOS ESTUDIOS GENETICOS

La importancia de los estudios genéticos con SNPs se debe a lo siguiente:
a) Muchos SNPs son heredados de forma mendeliana de una generacion a otra,
de esta manera se puede estudiar la evolucidén de las especies y ademas de las
poblaciones“¥:; b) Los SNPs pueden ser los responsables de causar
enfermedades ya que pueden alterar de la secuencia de ADN en una region
codificante o reguladora. Los SNPs no sinénimos, han sido implicados en diversas
enfermedades porque pueden alterar la funcion de la proteina, su estabilidad,
sitios de corte y empalme**®); c) Finalmente los SNPs se pueden emplear para
los estudios de ligamiento y asociacion®”. Estos marcadores presentan algunas
caracteristicas importantes: la mayoria de ellos son bialélicos, son muy

abundantes en el genoma, tienen baja tasa de mutacion, son faciles de genotipar
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con medios automatizados y no se requiere de una gran cantidad de ADN para su
analisis®®. Los SNPs se pueden localizar en cualquier zona del genoma. Su

importancia fenotipica dependera de la localizacién del SNP.

Figura 2.- Ejemplo de polimorfismo.

POLIMORFISMOS DE LA SINTASA DE ALDOSTERONA
Hasta este momento, se han estudiado 3 variantes polimérficas del gen que
codifica para la sintasa de aldosterona®+=", siendo identificados como posibles

determinantes en el desarrollo de hipertension esencial®*“® (Figura 3).
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Figura 3.- Representacién de los genes CYP11B1 y CYP11B2 vy los polimorfismos identificados. La
numeracion progresiva superior corresponde a los exones.

El primero, corresponde al polimorfismo de un solo nucleétido (SNP)
denominado -344 C/T SF-1 (rs1799998), el cual corresponde al cambio de
Citosina/Timina en la posicion -344, alterando el sitio de union para el factor
esteroidogénico 1 (SF-1) de la region trascripcional promotora 5'. Se piensa que
ese cambio altera la sensibilidad del gen CYP11B2 a la angiotensina I,
provocando una produccién inapropiadamente alta de aldosterona para los niveles
de renina®. La gran mayoria de los estudios han reportado asociacién entre el
alelo -344 T con un incremento en el riesgo de desarrollar hipertension,
encontrando la presencia del mismo, en sujetos con hipertension e incremento en
la tasa de excrecién urinaria de aldosterona®®*%. Un meta-analisis publicado en J
Hypertension en el afio 2007, reportdé que el alelo -344 T tiene mayor riesgo de
desarrollar hipertension (17%) que el alelo C, encontrando también mayor

actividad plasmatica de la renina, sin embargo no hubo diferencia
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estadisticamente significativa con respecto a los niveles de aldosterona®®.
Algunos han evaluado el impacto del polimorfismo -344 T/C con la severidad de la
hipertensién o con la pobre respuesta al tratamiento antihipertensivo®®?.

Finalmente, otros autores han identificado al alelo -344 T como un marcador

genético de hipertensién hiporreninémica®?.

El segundo polimorfismo, se denomina Int2 W/C, que involucra la conversion
del intrén 2 de la sintasa de aldosterona(CYP11B2), el cual, es parcialmente
reemplazado por el intron correspondiente al gen de la enzima CYP11B1. Su
estudio se ha asociado con hipertensién y niveles incrementados de la relacion
aldosterona-renina®>*2).

El tercer polimorfismo, es una mutacién puntual (K173R) del exon 3 (rs4539)

de la sintasa de aldosterona®®.

POLIMORFISMOS DEL SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA Y TRASPLANTE

RENAL

Dada la importancia del SRA en la aparicion de lesién a nivel renal asi
como en la progresion del deterioro de la funcion renal en diversas patologias, se
han estudiado las diversas variantes polimorficas de este sistema en relacién al
trasplante renal. Broekroelofs y cols encontraron que el alelo D se asocia a pérdida

mas temprana del injerto renal en pacientes con alto riesgo, ésto, en
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comparacién con el alelo 159

Otro estudio investigd los efectos del
angiotensinégeno, enzima convertidora de angiotensina, receptor de angiotensina
1y de la sintasa de aldosterona (CYP11B2) en la funcion renal; encontrando que
la pérdida de la funcion renal se asocia de manera muy importante con el
polimorfismo -344 T/C de la sintasa de aldosterona y no con el resto de las
variantes polimérficas®®. Los polimorfismos insercién/delecién (/D) de la ECA y
MM en angiotensinégeno, también se han asociado a nefropatia cronica del
injerto, sin embargo, Slowinski y cols no encontraron asociacion entre los
polimorfismos 1/D de la ECA, 1166A-C del receptor de angiotensina tipo 1 y M235T
de angiotensinégeno con la funcién del injerto a 2 afios postrasplante®”. Zhang y
cols encontraron mayor riesgo de desarrollar rechazo agudo tubulointersticial en
pacientes con los genotipos DD de la ECA y CC del receptor de angiotensina,
estableciendo el papel importante de este sistema en mecanismos tanto

inmunolégicos como no inmunolégicos®®.

Es importante recalcar que los estudios de polimorfismos han sido
realizados principalmente en poblaciones caucasicas y orientales y so6lo unos
pocos han sido llevados a cabo en poblaciones americanas, tanto mestizas como

indigenas®*%%

. La poblacion 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 poblacién 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 poblacién
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mexicana, por lo que es de gran importancia el determinar las frecuencias alélicas
y genotipicas en nuestra poblacion y establecer su papel como marcador genético

de susceptibilidad.

Actualmente no existe un estudio en el cual se haya analizado la relacion
entre las variantes polimorficas de la sintasa de aldosterona y el desarrollo de

nefrotoxicidad por inhibidores de calcineurina.
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CAPITULO Il

DISENO DEL ESTUDIO, MATERIAL Y METODOS

JUSTIFICACION

Pese al gran avance en la sobrevida tanto de los pacientes como de los
injertos renales logrado desde el inicio de la era de los inhibidores de calcineurina,
las complicaciones tanto agudas como cronicas de dichos inmunosupresores
contintan siendo factores que impactan directamente en la funcion renal asi como
en la aparicion de lesiones estructurales renales que influyen en la sobrevida del

injerto.

La aldosterona ha sido propuesta como factor fundamental en el desarrollo
de la toxicidad por los inhibidores de calcineurina; en la actualidad se sabe que
diversos polimorfismos de la sintasa de aldosterona ocasionan incremento en los
niveles de aldosterona plasméatica o de la relacion aldosterona-renina,
expresandose fenotipicamente con hipertension o mayor predisposicion a
deterioro en enfermedades que cursan con incremento en las vias fisiopatolégicas
de fibrosis, como cardiopatia isquémica, hipertrofia ventricular izquierda vy

nefropatias de diversas etiologias.

Actualmente no existe un estudio en el cual se haya analizado la relacién
entre las variantes polimorficas de la sintasa de aldosterona y el desarrollo de
nefrotoxicidad por inhibidores de calcineurina, por lo que consideramos valioso

poder conocer si existe 0 no asociacion.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Existe asociacion entre el polimorfismo -344 T/C o Int 2 W/C del gen que
codifica para la sintasa de aldosterona (CYP11B2) con una mayor frecuencia y

magnitud de la nefrotoxicidad por inhibidores de calcineurina?

HIPOTESIS NULA

No existe diferencia en la frecuencia de presentacion de los polimorfismos
del gen que codifica para la sintasa de aldosterona entre los pacientes con
trasplante renal que desarrollan nefrotoxicidad por inhibidores de calcineurina
confirmada por biopsia en comparacién con pacientes trasplantados de rifion sin

nefrotoxicidad mediada por inhibidor de calcineurina corroborada por biopsia.

HIPOTESIS ALTERNA

Existe diferencia en la frecuencia de presentacion de los polimorfismos
del gen que codifica para la sintasa de aldosterona entre los pacientes con
trasplante renal que desarrollan nefrotoxicidad por inhibidores de calcineurina
confirmada por biopsia en comparacién con pacientes trasplantados de rifién sin

nefrotoxicidad mediada por inhibidor de calcineurina corroborada por biopsia.

OBJETIVO PRIMARIO

Evaluar si los polimorfismos -344 T/C o Int 2 W/C del gen que codifica para

la sintasa de aldosterona (CYP11B2) se asocian con diferente frecuencia y
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magnitud de nefrotoxicidad por inhibidor de calcineurina corroborada por biopsia

en una poblacion mexicana de pacientes trasplantados renales.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

Evaluar la posible asociacién entre los polimorfismos de la sintasa de

aldosterona con la sobrevida del injerto.

Evaluar si existe asociacion de los polimorfismos de la sintasa de

aldosterona con el desarrollo de hipertension arterial postrasplante.

Evaluar la correlacién entre la presencia de polimorfismos de sintasa de

aldosterona y los niveles séricos de aldosterona.

METODOLOGIA

TIPO DE ESTUDIO
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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 o TRANSVERSAL y 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.

POBLACION DE ESTUDIO

POBLACION OBJETIVO.

Todos los pacientes con trasplante renal del departamento de Nefrologia
del Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez, registrados entre enero del

2000 hasta Diciembre del 2009.

POBLACION ELEGIBLE

Pacientes con trasplante renal y biopsia del injerto renal realizada de
acuerdo con las guias del departamento de nefrologia. En el primer grupo se
incluyeron aquéllos pacientes con diagnoéstico histologico de nefrotoxicidad por
inmunosupresores; en el segundo grupo se incluyeron pacientes a quienes se
descartd6 por biopsia el diagnostico de nefrotoxicidad por un inhibidor de
calcineurina (tacrolimus o ciclosporina); en ambos grupos se eligieron pacientes

gue aceptaron participar en el estudio previa firma del consentimiento informado.

CRITERIOS DE INCLUSION
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Se incluyeron pacientes con IRC en sustitucion con trasplante renal
pertenecientes al servicio de Nefrologia del Instituto Nacional de Cardiologia

“Ignacio Chavez”, que reunieron las siguientes condiciones:

1.-Pacientes con Insuficiencia renal de cualquier etiologia con trasplante
renal de donador cadavérico o vivo, mayores de 18 afios de edad, de

cualquier sexo.

2.-Pacientes en tratamiento con Inhibidores de calcineurina (Tacrolimus o

Ciclosporina).

3.-Pacientes con diagnostico de toxicidad por Inhibidores de Calcineurina

comprobado por biopsia renal.

4.- En el grupo control se incluyeron pacientes con trasplante renal con al
menos 6 meses de tratamiento inmunosupresor que incluyera un inhibidor
de calcineurina, que hubiesen sido sometidos a biopsia del injerto renal de
acuerdo con las guias del departamento de nefrologia, mediante la cual, se

descartd nefrotoxicidad por el medicamento inmunosupresor.

CRITERIOS DE EXCLUSION

1.-Pacientes en tratamiento inmunosupresor que no incluya un inhibidor de

calcineurina.

2. Pacientes embarazadas.
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3.-Pacientes con insuficiencia renal avanzada del injerto (estadio V) o con

pérdida de la funcion del mismo.

4.-Pacientes con diagnostico de cancer.

VARIABLES Y MEDICIONES

Variables clinicas

Variable potencialmente confusora, numérica continua, de razén.

Edad (Afos)

Variables potencialmente confusoras, nominales.
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Género (Masculino/Femenino)

Tratamiento Inmunosupresor (Tacrolimus, Ciclosporina)
Variables independientes, numéricas continuas, de razén.
Peso (kg).

Talla (m).

indice de Masa Corporal (IMC) kg/m?.

Presion Arterial Sistdlica (mmHg).

Presion Arterial Diastolica (mmHg).

Variable potencialmente confusora, nominal, categérica.
Hipertension arterial postrasplante (mmHg).

*Se consider6 una presion arterial sitélica (PAS) mayor a 140 6 presion
arterial diastolica (PAD) mayor a 90 mmHg, en dos o0 mas consultas consecutivas
0 en caso de que el paciente requiriera medicamentos antihipertensivos en

cualquier periodo posterior a la realizacion del trasplante renal.
Variables bioquimicas

Variables dependientes, numéricas continuas, de razon.
Creatinina sérica basal (mg/dl).

Creatinina sérica al momento de la biopsia (mg/dl).
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Nitrogeno uréico sérico (mg/dl).
Proteinuria de 24 horas (mg/dia).
Potasio sérico (mEg/L).
Tasa de Filtracion Glomerular (ml/min).

*Valor reportado en ml/min el cual se obtiene de la férmula 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

Niveles de Inhibidor de Calcineurina (ng/ml).

Para la variable Niveles de Inhibidor de calcineurina, se incluyeron 3 cifras: El nivel de
inmunosupresor 1 mes previo a la biopsia, al momento de la biopsia y 1 mes posterior a realizarse
la misma.

Niveles séricos de aldosterona (pg/ml).

Variables independientes, numéricas continuas, de razén.
Glucosa sérica (mg/dl).

Colesterol sérico (mg/dI).

Triglicéridos (mg/dl).

Acido Urico en suero (mg/dl).

Hemoglobina en suero (mg/dl).

Variables genéticas

Variables independientes, nominales.
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A. Polimorfismo -344 T/C de la enzima sintasa de aldosterona.

* Polimorfismo de un solo nucleétido (SNP), que corresponde al cambio de
Citosina/Timina en la posicion -344, alterando el sitio de unién para el
factor esteroidogénico 1 (SF-1) de la region trascripcional reguladora 5. Se
determind la expresiéon del genotipo TT (Homocigoto alelo T: Timina), TC
(Heterocigoto) 6 CC (Homocigoto alelo C: Citosina) mediante la técnica de

PCR en tiempo real.

B. Polimorfismo Intron 2 W/C de la enzima sintasa de aldosterona.

* Conversion del intron 2 de la sintasa de aldosterona (CYP11B2), el cual,
es parcialmente reemplazado por el intrédn correspondiente al gen de la
enzima CYP11Bl. Se determin6 la expresibn del genotipo WW
(Homocigoto silvestre o Wild), WC (Heterocigoto), 6 CC (Homocigoto de

conversion) mediante la técnica PCR punto final.

Variables histolégicas

Variables dependientes, nominales.

Edema endotelial (Presente/Ausente)

Necrosis de miocitos (Presente/Ausente)

Microangiopatia trombotica (Presente/Ausente)

Vacuolacion isométrica, microvesiculaciones y/o microcalcificaciones en tubulos

proximales (Presente/Ausente)
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Arteriolopatia hialina (Presente/Ausente)
Grado de arteriolopatia (Presente/Ausente)
Atrofia tubular (Presente/Ausente)

Fibrosis intesrticial (Presente/Ausente)

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresan como promedio + DS o proporciones segun
corresponda. La comparaciéon de madias entre dos grupos se llevé a cabo
mediante la prueba T de student para muestras independientes o con su
alternativa no paramétrica (U de Mann Whitney). La comparacion de proporciones
entre dos grupos se efectud con prueba de X% La comparacién de las diferentes
variables analizadas al dividir la poblacion de estudio de acuerdo al genotipo se
efectu6 con ANOVA de 1 factor, empleando como prueba de comparaciéon multiple

de medias el test de Bonferroni. La basqueda de asociaciones se realizé con el
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coeficiente Rho de Spearman. Se usé como un valor de significancia una p menor

de 0.05. Se empled el paquete estadistico SPSS version 15 para Windows.

VARIABLES GENETICAS

Las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos de los genes de
Aldosterona Sintasa se determinaron por conteo directo. En cada grupo de estudio
se evalu6 el equilibrio de Hardy-Weinberg mediante de la prueba de chi-cuadrada
(X?). Las diferencias entre grupos se determiné usando la prueba de X de
Mantel-Haenzel, la cual combina tablas de contingencia de 2 x 2 usando el
programa estadistico Epilnfo v 5.0. Cuando el nUmero comparado en alguna celda
fue menor a 5, se utilizé la prueba Exacta de Fisher. El riesgo relativo con intervalo
de confianza del 95% (IC) fue evaluado como razén de momios (RM) utilizando el

método de Woolf.
CONSIDERACIONES ETICAS Y ECONOMICAS

A todos los pacientes se les inform6 de manera verbal y sin dejar alguna
duda la naturaleza del estudio y los beneficios, los cuales, no serian obtenidos de
manera directa, sino con la posibilidad de contribuir a la generacion de un
conocimiento, el cual, pudiera en un futuro generar beneficios tangibles. Por otro

lado, se les entreg6 una hoja de consentimiento informado.

Las intervenciones a las que se sometieron los pacientes, fueron: la toma
de muestra de sangre (20 ml) para la extraccion del DNA, lo cual se llevé a cabo
en el departamento de Nefrologia en el area de investigacion clinica. Se explic

que las complicaciones como hematoma en el sitio de puncién, infeccién, flebitis,
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eran minimas y generalmente resolvian al cabo de 3 a4 dias, sin necesidad de

realizar alguna intervencion relevante.

La realizacion de biopsia del injerto renal se llevé a cabo de acuerdo a las guias
del Departamento de Nefrologia, lo cual fue aceptado a través del consentimiento
informado, explicando los beneficios de una biopsia de control para detectar
alteraciones que pueden no ser sospechadas durante la consulta externa. El
procedimiento se llevé a cabo mediante 24 hrs de hospitalizacion en el cuarto piso
de Nefrologia, para la realizacion del procedimiento y vigilancia de complicaciones
como sangrado, hematoma o infeccidén. Los costos de la hospitalizacion fueron
cubiertos por fondos asignados a los protocolos de Investigacién clinica de

Trasplantes, no generando por lo mismo ningln costo para el paciente.

Se explicé a los pacientes y familiares que los resultados de ambas intervenciones
serian estrictamente confidenciales y en caso de identificar algun resultado
importante, se les localizaria de inmediato para realizar el ajuste necesario en el

tratamiento.

A los pacientes no se les solicité estudios adicionales, por lo que no se generaron
gastos extraordinarios al paciente, por otro lado, los estudios de los polimorfismos
de la Sintasa de Aldosterona, se realizaron por parte del departamento de Biologia
Molecular de nuestro Instituto, 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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Pigura 7. INagrama de flulo de procedimientos a realizar durante la
Investgacion

PROCEDIMIENTOS

1. Se identificaron los pacientes con diagnostico de Nefrotoxicidad por
Inhibidores de calcineurina mediante Biopsia renal en la base de datos del
servicio de patologia. Para el grupo control se incluyeron pacientes con
trasplante renal con al menos 6 meses de tratamiento con un inhibidor de
calcineurina y que hubieran sido sometidos a biopsia del injerto renal de
acuerdo con las guias del departamento de nefrologia, descartando

nefrotoxicidad por el medicamento inmunosupresor.

2. Se revisaron en el expediente las variables clinicas y bioquimicas

anteriormente especificadas y se vaciaron en la hoja de captura de datos.

3. El reclutamiento de los pacientes y la revision del expediente clinico para

obtener las variables clinicas se realiz6 por el investigador principal.

4. Se tomaron muestras de sangre para la obtenciébn de DNA a partir de
leucocitos de sangre periférica para posteriormente identificar los

polimorfismos del gen de la sintasa de aldosterona, empleando iniciadores
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ya establecidos; de igual forma, se tomaron 2 muestras para determinar los
niveles séricos de aldosterona. La toma de muestras para la medicion de

las variables genéticas fué responsabilidad del investigador principal.

La extraccion del DNA y la determinacion de los polimorfismos de la sintasa
de aldosterona, se realizaron en el departamento de Biologia molecular

como se describe en el Apéndice 1y 3 respectivamente.

La determinacion de los niveles séricos de aldosterona se llevo a cabo
mediante la técnica de Radioinmunoensayo en el laboratorio de Nefrologia

(Apéndice 4).

La toma de biopsia de injerto renal se llevd a cabo en el piso de
Hospitalizacion de Nefrologia a través de la técnica descrita en el

Apéndice 5.

Las biopsias renales se analizaron en el Departamento de Nefropatologia

con la técnica y criterios descritos en el Apéndice 6.

Fecha de inicio del estudio: 1 de junio del 2009.

10. Fecha de conclusion del estudio: 26 de junio del 2010.
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HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN EL ESTUDIO

RELACION ENTRE LOS POLIMORFISMOS -344 T/C e Int 2 W/C DEL GEN QUE CODIFICA
PARA LA SINTASA DE ALDOSTERONA Y EL DESARROLLO DE NEFROTOXICIDAD POR
INHIBIDORES DE CALCINEURINA EN PACIENTES SOMETIDOS A TRANSPLANTE RENAL EN
EL INSTITUTO NACIONAL DE CARDIOLOGIA “IGNACIO CHAVEZ".

INVITACION A PARTICIPAR

Usted esta invitado a participar en el estudio que incluye a pacientes con insuficiencia renal crénica
que han recibido un transplante renal y que se encuentran en tratamiento con tacrolimus (Prograf)
o ciclosporina (Neoral), conocidos como inhibidores de calcineurina. El objetivo del estudio es
determinar si algunos de los pacientes en tratamiento con dichos medicamentos tienen alguna
alteracién genética que predispone al desarrollo de toxicidad por estos farmacos.

Es conocida la asociacion entre la toxicidad por niveles elevados de tacrolimus o ciclosporina y
la sobrevida del injerto renal, motivo por el cual consideramos de importancia conocer si existen
factores genéticos que puedan determinarse desde el momento en que se realiza el trasplante a fin
de evitar complicaciones futuras que impliquen una disminucion en la vida del injerto renal.

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 en forma regular,
Unicamente se obtendra una muestra sanguinea para llevar a cabo el estudio genético, asi como la
realizacion de una biopsia renal de control para su seguimiento, y la cual nos permitird identificar
en forma temprana alteraciones en su injerto renal, lo cual serviria para dar un tratamiento
oportuno de los hallazgos.

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.

Se revisardn sus antecedentes en el expediente clinico, se realizard una toma de muestra
sanguinea para identificar variantes genéticas, asi como para medir los niveles de aldosterona, la
cual es una hormona que participa en la regulacion de la presion arterial y en el control del sodio
(sal) en el cuerpo. Se revisara el material obtenido por biopsia renal, la cual, debera realizarse
durante una hospitalizacion de 24 hrs, los riesgos que pueden presentarse son secundarios al
procedimiento invasivo como sangrado o infeccion.

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 obtencién de muestras. Para realizar la biopsia renal se utiliza
anestesia local en el sitio de puncién y debera permanecer 4 hrs en reposo con una compresion en
el sitio de puncion para evitar la complicacion de sangrado.

BENEFICIOS PARA LAS PERSONAS PARTICIPANTES EN EL ESTUDIO
Entre los principales beneficios, se encuentra el conocer si tiene alguna variante genética que le
pudiera predisponer al desarrollo de dafio renal en forma temprana. Identificar en forma temprana
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cambios del tejido del injerto secundarios a toxicidad o en su caso situaciones como rechazo
subclinico que no puede determinarse por examenes de laboratorio.

CONSIDERACIONES ECONOMICAS
Usted no pagaria ningln costo adicional por los estudios realizados.

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 afectara de ninguna
manera su relacién 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.

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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CAPITULO Il

RESULTADOS

Se estudiaron en total 79 pacientes trasplantados con tratamiento
inmunosupresor que incluyera un Inhibidor de calcineurina, a quien se hubiese
realizado biopsia de injerto renal de acuerdo a las guias del Departamento de

Nefrologia.

El total de 79 pacientes, se dividieron en 2 grupos: Grupo A: 55 pacientes
con biopsia de injerto renal que descartd nefrotoxicidad*; Grupo B: 24 pacientes

con diagnadstico de nefrotoxicidad* por biopsia.

*La definicién de nefrotoxicidad se basa en los siguientes criterios histolégicos: Presencia de

nddulos hialinos y/o arteriolopatia grado 2 6 3.

De los casos estudiados, 46 correspondieron al género masculino (58%) y
33 casos al género femenino (42%), Grupo A 33 (60%) hombres y 22 (40%)

mujeres; Grupo B 13 (54%) hombres y 11 (46%) mujeres.

Evaluando la distribucion de VARIABLES CLINICAS, se encontr6 en el
grupo total de estudio una Edad promedio de 30.3 £ 10.5 afos (rango de 15 a 61
afnos); en el Grupo A, la edad fue de 29.2 £ 9.9 afios (rango de 15 a 56 afios); en
el Grupo B de 33.3 =+ 12.2 afos (rango de 16 a 61 afios). El peso promedio en la
poblacién total fue de 64.6 + 12.8 kg (rango de 30.5 a 99 kg); en el Grupo A fue
de 64 + 12.3 kg (rango de 42 a 99 kg); en el Grupo B de 64.7 + 13.3 kg (rango de

30 a 88 kg). La talla promedio fue de 1.61 + 0.1 m (rango de 1.3 a 1.8 m); en el
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Grupo A fue de 1.61 + 0.09 m (rango de 1.3 a 1.8 m); en el Grupo B de 1.59 + 0.1
m (rango de 1.3 a 1.8 m). El IMC general fue de 24.4 + 4 (rango de 17 a 36); en el
Grupo A fue de 24.2 + 4 (rango de 17 a 36); en el Grupo B de 24.9 + 4.1 (rango
de 17 a 34.7). No hubo diferencias significativas en los grupos etareos, distribucion
por sexos ni en el resto de variables clinicas antes mencionadas entre ambos

grupos (Tabla 1).

Al momento de la biopsia en el grupo total, la presién arterial sistélica promedio
fue de 129.4 £ 22 mmHg (rango 90 = 220 mmHg); en el Grupo A 124 + 18.6
mmHg (rango 90 a 188 mmHg); en el Grupo B 140 £+ 26.1 mmHg (rango 104 a
220 mmHg) (p=0.011). La presion arterial diastolica promedio fue de 80.6 + 13.8
mmHg (rango 60 + 124 mmHg); en el Grupo A 77 + 12.6 mmHg (rango 60 a 124

mmHg) en el Grupo B 87 + 13.7 mmHg (rango 70 a 120 mmHg) (p=0.003).

El desarrollo de Hipertension arterial postrasplante se encontré en un 71% de los

pacientes en el Grupo B y en el 53% de los pacientes en el Grupo A (p=NS).

HTA Postrasplante
GRUPO ]
B

S|

l HNO
En A _ lo referente al
analisis . ; : de

0 20 40 60 g0 %

VARIABLES

BIOQUIMICAS; en el grupo total, la creatinina sérica basal fué de 1.7 + 1.15
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mg/dl (rango de 0.7 a 8.0 mg/dl); en el Grupo A fue de 1.7 =+ 1.34 mg/dl (rango de
0.7 a 8.0 mg/dl); en el Grupo B de 1.67 = 0.6 mg/dl (rango de 0.9 a 3.5 mg/dl). La
creatinina sérica al momento de la biopsia promedio fué de 2.3 £ 1.8 mg/dl (rango
de 0.7 a 10.8 mg/dl); en el Grupo A fue de 2.3 + 2.1 mg/dl (rango de 0.7 a 10.8
mg/dl); en el Grupo B de 2.1 + 0.9 mg/dl (rango de 0.9 a 5.2 mg/dl). En ambas

mediciones de creatinina, no hubo diferencia significativa entre grupos.

Al momento de la biopsia, el acido urico promedio fué de 7.2 + 2.1 mg/dl (rango de
3.6 a 12.6 mg/dl); Grupo A 6.7 + 1.9 mg/dL (rango de 3.6 a 12.4 mg/dl); Grupo B

8.2 £ 2.3 (rango de 4.6 a 12.6 mmHg), p=0.008.

Los niveles de Inhibidor de calcineurina al momento de la biopsia en el grupo total
fue de 8.8 £+ 5.2 ng/ml (rango de 1.1 a 24.9 ng/ml); Grupo A de 8.6 + 5.2 ng/m|
(rango 1.1 a 24.9 ng/ml); Grupo B de 9.0 = 4.4 ng/ml (rango de 1.3 a 15.4 ng/ml).

La diferencia no fue significativa (p=0.8).

Los niveles de creatinina sérica promedio un afio posterior a la biopsia renal fue
1.76 + 0.64 mg/dl (rango 1.0 a 4.1 mg/dl); en el Grupo A 1.59 + 0.52 mg/dl (rango
1.0 a 3.7 mg/dl); en el Grupo B 1.94 + 0.76 mg/dl (rango 1.0 a 4.1 mg/dl). La

diferencia entre ambos grupos no fue significativa (p=0.09).

Los niveles de aldosterona promedio fueron de 228.4 + 165.6 pg/ml (rango 33 a
819 pg/ml); Grupo A de 221 + 144.3 pg/ml (rango 35 a 621.9 pg/ml); Grupo B de
249 = 221 pg/ml (rango 33 a 819 pg/ml); sin embargo, no hubo diferencias al

comparar las cifras entre ambos grupos (p=0.65).
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No se encontré diferencia significativa en el resto de las variables numéricas

analizadas, los resultados se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas y demogréficas de acuerdo al diagnéstico o exclusiéon de Nefrotoxicidad.

Total Grupo A Grupo B
N=79 (%) N=55 (%) N=24 (%) Valor de p
Edad (afios) 30.3+10.5 29.2+9.9 33.3+12.2
Rango 15a61 15a 56 16a61 0.158
Sexo
Masculino 46 (58) 33 (60) 13 (54) 0.631
Femenino 33 (42) 22 (40) 11 (46)




Peso (kg) 64.6+12.8 64+12.3 64.7 +13.3

Rango 30.5a99 42 a 99 30 a 88 0.818
Talla (m) 1.61+0.1 1.61 +0.09 1.59+0.1

Rango 13a1.8 1.3a1l1.8 1.3a1.8 0.493
IMC (Kg/m?) 244+ 4 242 +4 249+4.1

Rango 17 a 36 17 a 36 17 a34.7 0.466
PAS (mmHg) 129.4 £ 22 124 +18.6 140+ 26.1

Rango 90 a 220 90 a 188 104 a 220 0.011
PAD (mmHg) 80.6 £ 13.8 77 £12.6 87 £13.7

Rango 60a 124 60a 124 702120 0.003
Cr Basal (mg/dl) 1.7 +£1.15 1.7+1.34 1.67£0.6

Rango 0.7a8.0 0.7a8.0 0.9a35 0.889
Cr BR (mg/dl) 23+1.8 23t21 2.1+£0.9

Rango 0.7a10.8 0.7a10.8 0.9a5.2 0.568
BUN BR (mg/dl) 32.3+£21.8 32.2+253 32.4+18.4

Rango 8a 143 8a 143 10.2a79 0.963
PrU BR (mg/24h) 0.42+0.3 0.48 £0.39 0.36 £0.22

Rango 0.03a6.0 0.03a6.0 0.1a1.9 0.471
AU BR (mg/dl) 72121 6.7+1.9 82+23

Rango 3.6a12.6 36a124 46a12.6 0.008
COL BR (mg/dl) 183+434 177 £ 38.7 194 +51.9

Rango 84 a 311 101 a 271 84 a 311 0.180
TG BR (mg/dl) 202 £125 195+ 130 219+120

Rango 532848 532848 98 2461 0.432
K BR (mEq/L) 4.25+0.6 4.2 0.5 43+0.7

Rango 3.1a6.6 3.1a5.9 3.3a6.6 0.720
GLU BR (mg/dI) 93+24 95.5+24.8 85.4 £ 20.9

Rango 39a 205 63 a 205 39a133 0.090
Niv ICN BR (ng/ml) 8.8+5.2 8.6+5.2 9.0+4.4

Rango 1.1a249 1.1a249 1.3a15.4 0.832
Cr 1@ BR (mg/dl) 1.76 £ 0.64 1.59+0.52 1.94+0.76

Rango 1.0a4.1 1.0a3.7 1.0a4.1 0.091
Aldosterona(pg/ml) 228.4 + 165.6 221 +144.3 249 £ 221

Rango 333819 35a621.9 332819 0.654
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BR: Biopsia renal; Niv ICN: Niveles de Inhibidor de calcineurina. Los valores se muestran en Media + DS. La significancia

estadistica fue calculada por la prueba T de student.

Del total de pacientes, sblo se logré obtener muestra de sangre para la
determinacion de polimorfismos genéticos de 54 pacientes,

correspondieron 40 al Grupo Ay 14 al Grupo B.

El andlisis de las VARIABLES GENETICAS se observa en la Tabla 2, la

los cuales

cual, muestra la distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas para el
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polimorfismo -344 T/C de la sintasa de aldosterona. Se encontraron 15 alelos T
(Timina) en el Grupo B (53.6%) y 43 (53.7%) en el Grupo A (p=NS); 13 alelos C
(Citosina) en el Grupo B (46.4%) y 37 (46.3%) en el Grupo A (p=NS). Al analizar
los genotipos, se encontraron 4 homocigotos para el genotipo TT (28.5%) en el
Grupo B, comparado con 12 (30%) en el Grupo A (p=NS). Para el genotipo CC
resultaron 3 (21.5%) en el Grupo B y 9 (22.5%) en el Grupo A (p=NS). En lo que
respecta al estado Heterocigoto para el genotipo TC, hubo una frecuencia de 7

(50.1%) casos en el Grupo By 9 (47.5%) en el Grupo A (p=NS).

Tabla 2. FRECUENCIA ALELICA Y GENOTIPICA DEL POLIMORFISMO
-344 TIC DE LA SINTASA DE ALDOSTERONA
COMPARACION GRUPO CON TOXICIDAD(B) VS GRUPO CONTROL(A)

ALELO GRUPOA  GRUPOB OR
N=40 N=14 (95% IC)
(%) (%)
T 43 15 0.99 0.98
(53.7) (53.6) (0.38-2.57)
C 37 13 1.01 0.98

(46.3) (46.4) (0.39-2.60)
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GENOTIPO  GRUPO A
N=40
(%)
TT 12
(30)
TC 19
(47.5)
cc 9
(22.5)

GRUPO B OR
N=14 (95% IC)
(%)
4 0.93 0.91
(28.5)  (0.20-4.22)
7 1.11 0.87
(50.1)  (0.28-4.40)
3 0.94 0.93
(21.4)  (0.16-4.90)

Para el polimorfismo Intron 2 W/C de la sintasa de aldosterona (Tabla 3), se

expresaron 20 alelos tipo silvestre (W) en el Grupo B (71.4%) y 53 (66.3%) en el

Grupo A (p=NS); 8 alelos de Conversion (C) en el Grupo B (28.6%) y 27 (33.7%)

en el Grupo A (p=NS). Cuando se analizaron los genotipos, se encontraron 7

homocigotos para el genotipo WW (50%) en el Grupo B, comparado con 19

(47.5%) en Grupo A (p=NS). Para el genotipo CC resulté 1 en el Grupo B (7.1%)

y 6 en el Grupo A (15%) (p=NS). En lo que respecta al genotipo Heterocigoto WC,

hubo una expresion de 6 casos en el Grupo B (42.8%) y 15 (37.5%) en el Grupo

A (p=NS).

Tabla 3. FRECUENCIA ALELICA Y GENOTIPICA DEL POLIMORFISMO
Int 2W/C DE LA SINTASA DE ALDOSTERONA
COMPARACION GRUPO CON TOXICIDAD(B) VS GRUPO CONTROL (A)



GRUPOD A

N=40
(%)
53

(66.3)

27
(33.7)

GEUPO B
N=14
(%)
20
(71.4)

(28.6)

OR
(95% IC)

1.27

(0.45-3.64)

0.79

(0.27-2.20)

0.61

061

GENOTIPO

WW

WC

cC

GRUPO A

N=40
(%)
19

(47.5)

15
(37.5)

(15)

GRUPO B
N=14
(%)

OR
(95% IC)

1.11

(0.28-4.40)

1.25

(0.31-5.08)

0.44

(0.02-4.40)

0.87

0.72

0.45

61
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Figura 8. Se observa en un gel de agarosa al 1.8% los distintos genotipos analizados por PCR
alelo especifica del polimorfismo Intron 2 W/C. En el pozo 1 se determind el genotipo Homocigoto
tipo Conversion (CC) de 428 pb; de los pozos 2 al 5 se expresa el genotipo Heterocigoto
silvestre/conversion de 418 pb (WC); del pozo 6 al 8 esta presente el genotipo Homocigoto tipo
silvestre de 418 pb (WW). Se midieron con el marcador Hae IlIx174 de 100pb. El gel se observo
utilizando Bromuro de etidio mediante luz UV.

Se compararon las variables clinicas y bioguimicas con los genotipos de cada

polimorfismo, los resultados se muestran en las Tablas 4 y 5.

No se encontré diferencia significativa con ninguna de las variables analizadas al
compararlas entre los genotipos del polimorfismo -344 T/C. (Los valores se

muestran en la Tabla 4).

En cuanto al polimorfismo Int 2 W/C, en aquéllos pacientes con el genotipo
homocigoto Silvestre WW, se encontraron mayores niveles de Inhibidor de
calcineurina al momento de la biopsia (10.4 £ 5.3 ng/dl, rango 7.6 a 13.3 ng/dl), en

comparacion con los genotipos WC (6.4 + 2.3 ng/dl, rango 5.0 a 7.7 ng/dl) y CC
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(6.5 £ 4.3 ng/dl, rango 1.9 a 11 ng/dl); p=0.02. Los niveles de creatinina un afio
posterior a la realizacion de la BR se encontraron en el 1.5 + 0.3 mg/dl (rango 1.0
a 2.57 mg/dl) con el genotipo WW; 1.64 + 0.5 mg/dl (rango 1.0 a 2.8 mg/dl) para el
WC y 1.97 + 0.16 mg/dl (rango 1.8 a 2.1 mg/dl) para el CC (p=0.25). El tiempo
promedio de seguimiento posterior a la BR fue de 37 meses, tiempo en el que se
encontré una tasa de filtrado glomerular de 63 + 21 ml/min en el genotipo WW, 54
+ 26 ml/min en el genotipo WC y 48 + 2 ml/min en el genotipo CC (p=0.26). Los
niveles de proteinuria al momento de la biopsia fueron de 0.32 + 0.41 mg/dia, 0.42
+ 0.58 mg/dia y 0.99 + 2.2 mg/dia en los genotipos WW, WC y CC

respectivamente (p=0.24). Tabla 5

Se compararon los niveles de aldosterona de acuerdo a cada genotipo. En el Int 2
W/C se encontrd con el homocigoto WW: 222.7 + 186.8 pg/ml; con el WC: 234.6 +
149.8 pg/ml; y con el homocigoto CC 243.9 + 168.5 pg/ml (p=NS). Para el
polimorfismo -344 T/C, en el genotipo TT: 207.3 + 141.6 pg/ml; en el TC: 249.8 +
186.1 pg/ml; y en el CC: 218.9 + 171.9 pg/ml (p=NS). En ambos polimorfismos, no

hubo significancia estadistica entre los genotipos (Figuras 9 y 10).
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Figura 9. Media de Niveles de aldosterona segin genotipo del Int 2 W/C
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Tabla 4. Caracteristicas clinicas y Bioquimicas de acuerdo a los genotipos del polimorfismo -344 T/C

| | cc |,

Los datos se muestran
PAS (mmHg) 124+11 127 +24 128 +13 0.879
PAD (mmHg) 79+11 79t 16 77+8 0.843
IMC (Kg/m?) 25.3+51 23.8+4 23.8+3 0.497
Cr BR (mg/dl) 1.94+0.8 21+18 1.7+ 0.8 0.619
BUN BR (mg/dl) 28.6+15.3 26.1+14.3 28.7+19 0.836
PrU BR (mg/dl) 0.35+0.46 060+1.3 0.3+0.2 0.603
AU BR (mg/dl) 6.5+1.9 6.8+16 6.5+2.0 0.874
COL BR (mg/dl) 175+ 43 181 +48 186 + 44 0.832
TG BR (mg/dl) 210+ 135 209 + 174 184 + 84 0.865
K BR (mEq/L) 43+03 42+0.6 4.1+0.4 0.614
GLU BR (mg/dl) 85+ 18 91+19 96 + 28 0.425
Cr1@ BR (mg/dl) 1.67+0.5 1.64+0.4 1.45+0.2 0.554
Niv IC BR (ng/ml) 6.7+2.7 9.1+5.8 89+4.4 0.371
Tabla 5. Caracteristicas clinicas y Bioquimicas de los genotipos del polimorfismo Int 2 W/C.
[ | ww | owe | cc | » |t
PAS (mmHg) 127+ 18 125+ 20 126 + 16 0.925
PAD (mmHg) 77+12 79+13 81+15 0.843 A
IMC (Kg/m?) 248+4.2 23.3+3.7 253455 0.410
Cr BR (mg/dl) 2.09+1.52 1.96 + 1.44 1.84 +0.75 0.898
BUN BR (mg/dl) 28.5+153 25.9+16.4 279+14.8 0.848
PrU BR (mg/dl) 0.32+0.41 0.43 + 0.58 0.99+2.2 0.249
AU BR (mg/dI) 6.8+1.8 6.6+19 6.2+15 0.700
COL BR (mg/dl} 181+ 52 185 + 39 161 + 28 0.465
TG BR (mg/dl) 191 + 101 240 + 194 146 + 66 0.278
K BR (mEq/L) 42+05 4.1+0.5 43+0.4 0.678
GLU BR (mg/dl) 91+21 88 + 25 94 +12 0.835
Cr1@ BR (mg/dl) 154+0.3 1.64+0.5 1.97 £0.16 0.252
Niv IC BR (ng/ml) 10.4+5.3 6.4+23 6.5+4.3 0.027

comparar el desarrollo de HT postrasplante con los genotipos, no hubo diferencias

significativas que identificaran un genotipo de riesgo para Hipertension (Tabla 6).
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Tabla 6. Porcentaje de pacientes con desarrollo de HT postrasplante de acuerdo a los genotipos de los
polimorfismos -344 T/C e Int 2 W/C.

Los
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)
)

valores representan % de pacientes con o sin diagnéstico de HT postrasplante, agrupados de acuerdo a genotipos. La
significancia estadistica fue calculada mediante la prueba de Chi-cuadrada de Pearson.

No hubo significancia estadistica al

correlacionar

los genotipos del
polimorfismo Intron 2 W/C 'y

-344 T/C con el desarrollo o ausencia de
nefrotoxicidad por ICN.

En lo que se refiere al analisis de VARIABLES HISTOLOGICAS, se

analizaron los genotipos de cada polimorfismo con las variables histologicas

consideradas en el diagnostico de nefrotoxicidad por ICN.
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No se encontraron diferencias entre las variables histologicas de
engrosamiento arteriolar (EA), arteriolopatia hialina (AH) y grado de arteriolopatia

(AR) al compararlas entre los genotipos de ambos polimorfismos (Tabla 7).

Tabla 7. Caracteristicas Histologicas de acuerdo a los genotipos de los polimorfismos
-344 T/C e Int 2 WIC.

EA-0 | EA-1 AH-0 | AH-1 | AH-2 AR-0 | AR-1 | AR-2 2]
% % % % % % % %
T 43.8 75 25

56.3 12.5 125 313 43.8
EA:
TC 34.6 65.4 84.6 1.7 1.7 30.8 42.3 269
CcC 16.7 83.3 0.31 75 83 16.7 0.9 16.7 58.3 25 .87
Iw/lw  34.6 65.4 76.9 1.7 15.4 26.9 46.2 269
lw/lc 333 B66.7 81 14.3 4.8 28.6 42.9 28.6

Ic/lc 286 714 0.95 85.7 0 14.3 0.62 28.6 57.1 14.3 0.95

Engrosamiento arteirolar; AH: Arteriolopatia hialina; AR: Grado de arteriolopatia. Los valores representan % de pacientes
con el hallazgo histolégico. La significancia estadistica fue calculada mediante prueba de Chi-cuadrada de Pearson.

Para el polimorfismo Int 2 W/C, la presencia de atrofia tubular, se encontrd
en el 8% de los pacientes con genotipo WW, en el 14.3% de los que expresaron
genotipo WC y en el 28.6% de los pacientes con genotipo CC (p=0.35). Para el
polimorfismo -344 T/C, los porcentajes fueron 6.3 %, 16 % y 16.7% para los

genotipos TT, TC y CC respectivamente (p=0.61).

Se encontr6 mayor grado de fibrosis intersticial (Grado Il y Ill) con el

genotipo CC del polimorfismo Int 2WC en comparacién con el resto de genotipos,
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lo anterior, con un valor estadisticamente significativo, tal como se observa en la

Tabla 8 (p=0.03).

Tabla 8. Relacién entre genotipos de Int 2WC vy fibrosis intersticial.

La
signific
ancia Int 2 WC % %
estadi
stica
fue

ada
media CC 28.6 14.3 42.9 14.3 0.034

nte
prueba de Chi-cuadrada de Pearson.

GENOTIPO FI Grado O FI Grado | Fl Grado Il Fl Grado Il

DISCUSION

El objetivo principal del estudio, fué determinar si existia asociacion entre
los polimorfismos del gen que codifica para la sintasa de aldosterona con un
mayor riesgo y/o magnitud en el desarrollo de Nefrotoxicidad por Inhibidores de

Calcineurina.
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No existen hasta el momento, estudios que asocien los polimorfismos del
SRA con el desarrollo de nefrotoxicidad por inmunosupresores. En 2002, Nicod y
cols, estudiaron polimorfismos de varios componentes del SRA evaluando su
impacto con la funcion del injerto, siendo el genotipo TT del polimorfismo -344 T/C
de la sintasa de aldosterona el que determind de forma significativa la pérdida de

funcion del injerto a largo plazo (p=0.002) ©%).

Este estudio se llevé a cabo en un grupo de pacientes mestizos mexicanos,
con la finalidad de determinar la frecuencia de los polimorfismos -344T/C e Int
2W/C en dos grupos; uno que desarroll6 cambios histolégicos de toxicidad por ICN
y otro grupo sin el desarrollo de los mismos, y con base en lo anterior, poder
identificar si existe algun genotipo de riesgo para nefrotoxicidad por

inmunosupresores en los pacientes trasplantados.

En la evaluacién genética, no se encontraron diferencias en la distribucion
de frecuencias alélicas y genotipicas entre el grupo que desarrollé toxicidad y el
grupo sin toxicidad por ICN. En cuanto al polimorfismo -344 T/C, se determiné la
presencia del alelo T en el 53.6% de los casos y el alelo C en el 46.4% para
ambos grupos. El genotipo TC fué el méas frecuente en la poblaciéon total
estudiada. En el polimorfismo Int 2WC, el alelo W estuvo presente con mayor
frecuencia que el C en ambos grupos de estudio (p=NS). No hubo significancia
estadistica al correlacionar los genotipos de los polimorfismo Intron 2 W/C y -344
T/C con el desarrollo o ausencia de nefrotoxicidad por ICN. Esta distribucion
genética es similar a lo reportado en 2009 por un grupo de investigacion en La

India, ND?, quienes encontraron la expresion del alelo T en el 60% y alelo C en
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el 40% del grupo de casos (HTA) y controles (sanos) p=0.38. En el polimorfismo
Int 2W/C reportaron mayor frecuencia del alelo W en los controles y alelo C en el

grupo de los casos (p= 0.00).

En cuanto a la funcion del injerto un afio posterior a la biopsia renal, se
observé una tendencia de mayor nivel de creatinina sérica en el grupo con
toxicidad, aunque esta diferencia no fué significativa. A diferencia de lo encontrado
por Nicod y cols®), quienes consideran el alelo T como predictor de pérdida de
funcion renal a largo plazo, en este estudio, el alelo T se encontrd con la misma
frecuencia en ambos grupos, independientemente de la funcion del injerto a un

afo de seguimiento.

La CYP11B2, es la enzima clave que limita la sintesis de aldosterona, por
lo que existen numerosas investigaciones que analizan la relacion entre los
polimorfismos del gen que codifica para ésta enzima con la sintesis y secrecion de
aldosterona en los padecimientos donde se ha implicado a ésta
hormona®“°*%53  Debido a éste fundamento, se consideré importante ademas
de los polimorfismos, la determinacién de los niveles séricos de aldosterona, ya
que se ha considerado como una de las principales vias implicadas en los
mecanismos que inducen isquemia y fibrosis renal al favorecer la vasoconstriccion

y expresion del TGF B2, lo cual contribuye a la nefrotoxicidad por ICN.

En este estudio no se encontré diferencia significativa en los niveles de
Aldosterona entre el grupo de pacientes con toxicidad y el grupo sin toxicidad. Al

evaluar los diferentes genotipos, hubo una tendencia a tener mayores niveles de



71

aldosterona cuando esta presente el alelo de conversion (C) del polimorfismo Int2
WI/C. En lo que respecta al polimorfismo -344T/C, el genotipo heterocigoto TC es
el que presentd mayor nivel de aldosterona, aunque en ambos casos la diferencia
no alcanzo significancia estadistica. Si se comparan los resultados de este
estudio con lo reportado por Mulatero y cols®, quienes analizan el polimorfismo -
344 T/C en sujetos hipertensos en relacion a los niveles de aldosterona, ellos
encontraron mayor expresion del alelo C en los sujetos con HTA y niveles altos
de aldosterona, en comparacion con los sujetos hipertensos con niveles normales

de esta hormona (p=0.00).

La mayoria de las publicaciones que estudian los niveles séricos de aldosterona
con HTA, muestran que el hallazgo principal, no es el incremento de los niveles
de ésta hormona, sino un aumento en la relacién Aldosterona/Renina (RAR), lo
anterior se ha sugerido como una hipersensibilidad a la Angiotensina Il. En un
estudio de Pitt y cols®® encontraron que una poblacién de caucéasicos hipertensos
con aumento de la relaciébn Aldosterona/Renina expresaban los alelos T  del
polimorfismo -344 T/C y el alelo C del Int 2W/C con mayor frecuencia que aquéllos
sujetos con una relacién baja (p=0.02). En contraste, Tamaki y cols®® reportaron
mayor frecuencia del alelo C del polimorfismo -344 T/C en pacientes japoneses
con RAR incrementada (p=0.00). Lo anterior puede ser el reflejo de una verdadera
diferencia genética entre poblaciones, lo cual, eleva la importancia de los estudios

realizados en poblacion mestiza mexicana.

Se ha encontrado que la Hipertension es un factor independiente que

contribuye a la pérdida progresiva de la funcién del injerto en 2 grandes
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estudios®>¢®)

. Se sugiere que la presencia de diferencias genéticas en la
regulacion de la presion arterial, favorecen el desarrollo de Hipertension arterial
postrasplante, y por lo tanto, contribuyen a una aceleracion en la pérdida de la

funcion del injerto®”.

Se encontré diferencia significativa en las cifras de presion arterial sistélica
(p=0.011) y diastdlica (p=0.003) en ambos grupos al momento de realizarse la
biopsia renal, siendo mayores en el grupo con nefrotoxicidad. El desarrollo de HT
postrasplante se presentd en un 71% de los pacientes con nefrotoxicidad vs un 53
% en el grupo sin nefrotoxicidad (p=NS). Nejatizadeh y cols, en 2009, estudiaron
la relacion entre los polimorfismos de la sintasa de aldosterona, la actividad
plasmatica de renina (PRA) y los niveles séricos de aldosterona (PAC) con el
riesgo de desarrollar HTA, ellos encontraron a los alelos T (-344 T/C) y C (Int
2W/C) como haplotipos de riesgo para el desarrollo de HTA, asi como un aumento
en los niveles séricos de aldosterona y la relacién Aldosterona/Renina en estos
sujetos'’?. A diferencia de ellos, en este estudio, no hubo una relacién de mayores

niveles de aldosterona en aquellos pacientes que desarrollaron HT postrasplante.

En otro estudio del polimorfismo -344 T/C de la sintasa de aldosterona en relacion
al riesgo de desarrrollo de HTA, Davis y cols“? en 1999 encontraron mayor
frecuencia del alelo T (60%) vs el alelo C (40%) en el grupo de sujetos
Hipertensos en comparacion con los controles sanos T (53%) vs C (47%) p=0.009.
En este estudio, no hubo relacion entre algan genotipo de los 2 polimorfismos con
mayor susceptibilidad a desarrollar HT postrasplante a diferencia de lo publicado

en otras investigaciones“®"79),
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Como se sabe, los niveles de ICN no son la mejor herramienta para
predecir el desarrollo de nefrotoxicidad, ya que estan influenciados por muchos
factores poco controlables como son: la toma en un horario irregular de los
mismos, la determinacién de niveles séricos posterior a la toma de la dosis y en
nuestra poblacion, el cambio a marcas genéricas posterior a los 6 meses del
trasplante renal, lo cual, hace mas dificil lograr una estabilidad en el nivel 6ptimo
de éstos inmunosupresores™ . A pesar de lo antes mencionado, se analizaron los
niveles de ICN al momento de la biopsia, encontrando de forma significativa
mayores niveles séricos del inmunosupresor en el grupo de pacientes con
genotipo homocigoto silvestre (WW) del polimorfismo Int 2 W/C en relacion a sus
otros dos genotipos (p=0.02). Lo anterior es importante, ya que puede estar
relacionado con diferencias en el metabolismo de los inmunosupresores, a cargo
de la enzima citocromo P450 3A a nivel hepatico’, o algiin otro aspecto

farmacocinético de éstos medicamentos.

Es importante resaltar la presencia de niveles de acido urico mayores en el
grupo con nefrotoxicidad (p=0.008). Estudios recientes consideran el papel del
acido urico en la disfuncién endotelial, provocando envejecimiento y muerte celular
por arriba de 6 y 9 mg/dl respectivamente. Los mecanismos implicados son la
activacion de estrés oxidativo de forma local y la sobreregulacién de algunos
componentes del SRA®®, efectos que pueden ser bloqueados con farmacos IECA
y ARA II. Debido a que el papel del &cido urico se ha considerado responsable del
riesgo cardiovascular y de la progresiéon de enfermedades renales®, surge la

necesidad de realizar mas estudios para evaluar éste aspecto, con la posibilidad
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de considerarlo un marcador temprano de dafio vascular secundario al uso de

inmunosupresores.

Al evaluar las alteraciones histolégicas por ICN con los distintos genotipos,
no se encontré relacién entre algun alelo o genotipo con el desarrollo de mayor
grado de nefrotoxicidad evaluada por engrosamiento arteriolar, nédulos hialinos

arteriolares y grado de arteriolopatia.

Al evaluar el grado de fibrosis intersticial, se encontré que el genotipo homocigoto
de conversion (CC) del Int 2W/C presentaba mayor grado de fibrosis intersticial en
comparacion con los genotipos WW y WC (p=0.03). Lo cual sugiere, al menos en
nuestro estudio, que las vias profibroticas principales pueden ser dependientes de
otros mediadores distintos a la aldosterona, como la via del TGFp, siendo un

fundamento para abrir lineas de investigacion alternas.

Otro hallazgo importante, fue la presencia de engrosamiento arteriolar en el 65%
de los pacientes, cuyo tiempo promedio de uso de ICN hasta el momento de la
biopsia, fué de 25 meses. Aunque en grados iniciales y aislado, éste dato
histol6gico no hace el diagnostico de toxicidad por ICN, se considera un cambio
temprano que finalmente contriubuira a la hipoperfusién glomerular crénica y
disminucién progresiva de la funcién del injerto secundaria al uso de ICN, lo que
es similar a lo observado en estudios de seguimiento con el uso de estos
inmunosupresores; Nankivell y cols, observaron dos fases de dafio renal que
contribuyen a la NCI. En el dafio temprano se observan cambios

tubulointersticiales secundarios a factores inmunolégicos, en el tardio (posterior a
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un afio de trasplante), los cambios se encontraron a nivel microvascular y
glomerular con grados progresivos de arteriolopatia hialina, engrosamiento
arteriolar, glomeruloesclerosis y fibrosis intersticial por el uso de ICN. Estos

hallazgos fueron universales posterior a los 10 afios de tratamiento con ICN®Y.

Se debe resaltar que en este estudio, ademas de encontrar asociacion del
genotipo CC del polimorfismo Int 2W/C con mayor grado de fibrosis intersticial, se
observo de forma paralela una tendencia a presentar con el mismo genotipo:
mayores cifras de PAD y proteinuria al momento de la BR, mayor niveles de
creatinina sérica un afio posterior a la realizacion de la BR y menor tasa de filtrado
glomerular a los 37 meses de seguimiento, asi como un perfil metabdlico adverso
representado por mayores cifras de IMC y glucosa sérica al momento de la
biopsia. De igual forma, en el analisis histologico, el genotipo CC es el que
presentdé mayor atrofia tubular, engrosamiento arteriolar y arteriolopatia grado |.
Los niveles de aldosterona fueron también discretamente mayores con este
genotipo. Las variables anteriores no alcanzaron significancia estadistica, lo cual,
puede estar relacionado al tamafio de la muestra incluido en este estudio, sin
embargo, sugiere de forma interesante que pacientes con este perfil genético
pueden tener mayor riesgo de desarrollar un deterioro acelerado de la funcién
renal por multiples factores. Cabe mencionar que de forma paralela se esta
llevando a cabo un estudio de genotipificacién para los polimorfismos -344 T/C e
Int 2 W/C en poblacion abierta, la cual incluye un grupo de mestizos y dos grupos
indigenas. Lo anterior nos dara informacion util en cuanto a la frecuencia de cada

genotipo en la poblacion general, lo que podria complementarse en un futuro con
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nuevas lineas de investigacion que incluyan un nimero de muestra mayor y que
estén enfocadas al seguimiento estrecho de los pacientes con el genotipo CC del
Int 2WC, para determinar si se puede considerar como genotipo de riesgo para
una evolucion menos favorable en la funcién del injerto de los pacientes

trasplantados.

Finalmente, en este estudio, se documentd la presencia de rechazo
subclinico en el 5 % de los pacientes estudiados, cuya funcién del injerto se
mantuvo estable desde el trasplante renal y con niveles séricos de creatinina
menores a 1.0 mg/dl, lo cual, resalta la importancia de establecer las biopsias de

protocolo en los programas de seguimiento de trasplante renal.
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CONCLUSION

Este estudio sugiere que no existe una asociacion entre los polimorfismos del gen
de la sintasa de aldosterona vy el desarrollo de Nefrotoxicidad por ICN. Se
encontré una asociacién entre el genotipo CC del Int 2 WC con mayor grado de
fibrosis intersicial, asi como mayores niveles séricos de inhibidor de calcineurina
con el genotipo WW del mismo polimorfismo. En futuros estudios podria realizarse
un seguimiento estricto en busca de asociacién del genotipo CC del polimorfismo
Int 2 W/C con menor sobrevida del injerto a largo plazo. Este estudio sugiere que
el papel que juega la Aldosterona en la Nefrotoxicidad por ICN, no parece ser

dependiente de los polimorfismos de la sintasa de aldosterona.

LIMITANTES

1.- La principal limitante fue el tamafo de muestra, el cual, deberd de
incrementarse para tratar de identificar diferencias significativas en particular en lo
que se refiere a los hallazgos ya mencionados para el genotipo CC del Intron 2

WIC.

2.- La segunda, fue el tiempo de seguimiento, el cual debera extenderse con el fin

de identificar la evolucién de cada subgrupo clasificados de acuerdo al genotipo.
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APENDICES

Apéndice 1

Extracciéon de ADN

Se tomaron 10 ml. de sangre periférica de cada individuo en tubos
“vacutainer” con EDTA al 15% como anticoagulante. A partir de esta
muestra se extrajo el ADN gendémico mediante la técnica de extraccion
salina con Triton X-100 (modificado de Lahiri y Numberger, 1991) que
consistié en realizar la lisis de eritrocitos, seguida por la lisis de leucocitos

para, posteriormente, precipitar las proteinas®:?

. ElI ADN se suspendi6
con un regulador de Tris-EDTA (TE) pH 8.0. Una vez que se purifico el
ADN, éste se cuantifico por espectrofotometria a 260 y 280nm para calcular
la pureza, de igual forma se verifico la integridad del ADN en un gel de

agarosa al 1%. Finalmente, ADN se ajustd a una concentracion de 200ng/ul

con TE (Tris-EDTA) y se realizaron alicuotas de éste.

Pasos para la extraccion de ADN gendmico con Triton X-100
1. Se extrajeron de 10 ml de sangre periférica y se recolectaron en un
tubo “vacutainer” con EDTA al 15% como anticoagulante.
2. Se centrifug6 la muestra de sangre a 3000 rpm durante 5 minutos y

se elimino el plasma.
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LISIS DE ERITROCITOS

1. Se transfirio el paquete rojo a un tubo falcon y se afiadieron 5 ml de
TKM1 mas 125 ul de tritbn, se mezclaron hasta que el triton se
homogenizo.

2. Se centrifugd a 3000 rpm durante 10 min, posteriormente se elimind
el sobrenadante.

LISIS DE LEUCOCITOS

1. Se adicionaron 800 u de TKM2 y 50 ul de SDS al 20%.

2. Se incubd la mezcla a 55° C por 15 min.

3. Se adicionaron 300 ul de NaCl = 6 M y se centrifugaron a 3000 rpm
durante 10 minutos.

4. Se transfirid el sobrenadante a dos tubos appendorf de 1.5 ml y se
adicionaron 1000 ul de etanol a temperatura ambiente, se mezclé
por inversion hasta que se precipitaron las hebras de ADN.

5. Posteriormente se centrifugd a 14 000 rpm durante 10 min.

6. Se lavd el boton de ADN con 1000 ul de etanol al 70% frio y se
centrifugd a 14 000 rpm durante 5 min.

7. Se secO el boton de ADN durante 20 min, posteriormente se
suspendié en 250 ul de T.E., se mezclé e incubd durante 15 min a

55°C.
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Cuantificacion, concentracion y control de la pureza del ADN

El ADN se cuantific6 en un Fluorimetro ND-1000
(NanoDrop).

n Por espectrofotometria a 260 y 280 nm.
“hubmp

Su pureza se calculé mediante la siguiente formula:
[ADN] = D0O260 x F x d

Donde DO260 es la densidad 6ptica a 260 nm, F es una constante igual a 0.05
(50ug de ADN=1DO a 260 nm) y d es el factor de dilucion.

El criterio de pureza que se evalud fue de 260 nm/280 nm = 1.6, de igual forma,
se verifico la integridad del ADN en un gel de agarosa al 1%.

Electroforesis en gel de
agarosa para verificar la
integridad del ADN.

13 14 15 16

17 18 20 21 22 23

Finalmente, el ADN se ajusté a una concentracion de 200 ng/uL con TE (Tris-
EDTA) y se realizaron alicuotas de éste, las cuales se guardaron a 4° C, -20°C y
-70° C para su 6ptima preservacion y uso posterior.
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Apéndice 2

Estudio Genético.

Se estudiaron dos polimorfismos presentes en el gen de la sintasa
de aldosterona, el -344C/T localizado en la regién promotora y el Int2W/C
localizado en el segundo intrén. El polimorfismo -344C/T (rs1799998) se
determind utilizando la técnica de PCR en tiempo real (Apéndice 3),
utilizando un ensayo 5 TagMan disefiado por la compafiia Applied
Biosystems. EIl polimorfismo Int 2 W/C se detectd utilizando iniciadores
alelo especificos previamente reportados. Las reacciones se hicieron por
separado, utilizando el Primer 1 con el Primer de reversa y el Primer 2 con
el Primer de reversa. Los Primers a utilizar fueron: (Primer 1)
5-TGGAGAAAAGCCCTACCCTGT-3 y (Primer de reversa)
5-AGGAACCTCTGCACGGCC-3' para el alelo tipo silvestre vy
(Pimer 2) 5-CAGAAAATCCCTCCCCCCTA-3 y (Primer de reversa)
5-AGGAACCTCTGCACGGCC-3' para la variante. Las condiciones de
PCR fueron las siguientes: A) 94°C durante 2 minutos B) 94°C durante 1
minuto, 30 segundos a 66°C y 40 segundos a 72°C (repeticion por 30
ciclos) y C) una extension final de 7 minutos a 72°C (Figura 11). Las
amplificaciones se realizaron en un termociclador Perkin Elmer PCR
System modelo 9700 de Applied Biosystems. Se visualizé en un gel de
agarosa al 1.8% con una tincion con bromuro de etidio utilizando un

Transiluminador de luz UV (UVP Transiluminator).
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Figura 11.- Representacion de la Amplificacion del Polimorfismo Intron 2 W/T mediante técnica de
PRC punto final.

Tabla 9.-Polimorfismos incluidos en el presente estudio, nombre, localizacion, ID SNP e iniciadores

especificos.
Identificacion Iniciador especifico
GEN POLIMORFISMO LOCALIZACION ) ) )
del SNP Sentido /Anti sentido
CYP11B2
. 5" GTGTCAGGGCAGGGGGTA 3'.
-344T/C Region promotora rs1799998 i i
5" AGGCGTGGGGTCTGGACT 3.
Intron 2 W/C

Tipo Silvestre

Segundo intrén

5 TGGAGAAAAGCCCTACCCTGT 3.
5 AGGAACCTCTGCACGGCC 3'.
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(Wild type)
Intron 2 W/C
) y o 5"CAGAAAATCCCTCCCCCCTA 3.
Tipo Conversién Segundo intrén
_ 5"AGGAACCTCTGCACGGCC 3'.
(Conversion type)

Apéndice 3
Discriminacién alélica por la técnica de PCR Tiempo Real.

Para llevar a cabo la técnica, de cada sitio polimorfico se sintetizaron
los iniciadores especificos y las sondas de hibridacion especifica Tagman
gue detectan el cambio. Los ensayos de PCR en tiempo real para cada
polimorfismo se sintetizaron por la compafila Applied Biosystems y los
genotipos de cada muestra fueron determinados autométicamente
estableciendo las medidas de fluorescencia alelo especifica mediante
lectura laser en un equipo de PCR en tiempo real ABlI PRISM 7900HT
Sequence Detection System. Los resultados se analizaron empleando el
software 2.2.2 para la discriminacién alélica (Applied Biosystems) que
permite definir los distintos alelos de forma exacta, como se muestra en la

Figura 12.

Accesorios necesarios para la preparacion de la reaccion:

TagMan Universal PCR Master Mix: Mezcla para la reaccion de PCR que
contiene AmpliTaq Gold ADN polimerasa, dNTPs (con dUTP), referencia
pasiva ROX, 2X concentrado, para usar 1X. (Tabla 10y 11)

Agua ADNse free: Para la dilucion de ADN.




ADN Gendmico: 10 ng/ul para la reaccion.

Tabla 10 .-Componentes de la reaccion Tagman.

Componentes

TagMan Universal PCR

Master Mix, 2X

TagMan Assay on Demand

Agua ADNse free
ADN Genémico
Volumen Total

90

Volumen (ul) por

reaccion
5.0

0.125
0.875
4.0
10.0

Tabla 11 .-Condiciones de termo ciclado para la cuantificacion de ensayos de ADN

Temperaturas y Tiempos

Pasos de inicio PCR 40 ciclos
Activacion Activacion AmpliTaq | Desnaturalizacion | Alineamiento
AmSl\Elg;lse ;imeArgg]a inicial Extension

HOLD HOLD CICLOS
2 min 50°C 10 min 95°C 15 seg 95°C 1 min. 60°C
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Figura 12: Mapa de discriminacion alélica, el ejemplo muestra el polimorfismo M235 T. Los puntos
azules representan el genotipo homocigoto para el alelo CC, los puntos verdes el genotipo
heterocigoto CT y los puntos rojos a los individuos homocigotos para el alelo T. Los cuadros negros
son los controles negativos (NTC; No Templado Control).
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Fundamento Sondas TagMan. (Principio FRET; Fluorescent Resonant

Energy Transfer)
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Una sonda TagMan es un oligonucledtido cuya secuencia es
complementaria a la regién central del amplicon. Tiene una secuencia de
13 a 18 nucledtidos que presenta en el extremo 5" una marca fluorescente
(reportero) y en el extremo 3"un apagador no fluorescente, cuando estas
dos moléculas se encuentran unidas por la sonda, toda la fluorescencia
emitida por el reportero, es absorbida por el apagador, por lo que la
fluorescencia global observada es igual a cero, a este fenOmeno se le
conoce como Foster (o Fluorescent) Resonant Energy Transfer (FRET).
Las sondas TagMan tienen una Tm mayor que los primer’'s por lo que,
durante la etapa de alineacion, la primera en unirse a su secuencia
especifica es la sonda y, posteriormente los primer’'s, de tal forma que
cuando la ADN polimerasa se une al extremo 3" del primer e inicia la
elongacion, en su paso se encuentra con la sonda y la degrada dada su
actividad exonucleasa 5-3". Al ser degradada, libera al reportero del
apagador lo que suprime el fendomeno FRET vy la fluorescencia emitida
puede ser determinada por el sistema de deteccion ABI SDS 7900 HT
(Figura 13). Dado que la fluorescencia emitida es proporcional a la cantidad
de sonda degradada, y ésta a su vez, es proporcional a la cantidad de
templado generado, se permite visualizar el incremento de amplicén a lo

largo de la reaccion de PCR.

Para la determinacibn de SNP’s se utilizaron en el mismo sistema de
amplificacion dos sondas, cada una de las cuales, presentd en la posicion

central una de las variantes del nucleétido dimoérfico, utilizando como
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reporteros a FAM y VIC para diferenciarlas en tres. La sonda que hibridé la
secuencia blanco, fue escindida por la Taq polimerasa, mientras que un
mistmach en el nucleétido dimorfico redujo la eficiencia de unién de la
sonda a la secuencia blanco y por lo tanto su degradacién. De esta forma,
un aumento en la sefial de uno de los reporteros indic6 homocigocidad
para el nucleétido dimorfico que reportd la fluorescencia especifica,

mientras que la fluorescencia de VIC y FAM, indic6 heterocigocidad.

Figura 13 : Fundamento Sonda Taq man; se muestra el fluor6foro y el quécher (bloqueador de la
fluorescencia) acoplados a la sonda previo al proceso de amplificacion y el fluoréforo activo luego de
la formacion del producto.
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Apéndice 4
Determinacion de Niveles séricos de Aldosterona
1.- Obtencion y Preparacion de las muestras sanguineas.

Las muestras se obtuvieron en ayunas, en reposo de 30 minutos y con el
paciente en posicion sentado. Posteriormente se centrifugaron a 4°C, se

separd el plasma y se conservaré congelado (-20°C).
2.-Procedimiento

2.1. Todos los reactivos se llevaron a temperatura ambiente (18-25°C) al
menos 30 minutos antes de ser utilizados. Los estandares y el control se
reconstituyeron 15 minutos antes de su utilizacion. El pipeteo de los

reactivos en los tubos se realizé a temperatura ambiente (18-25°C).

2.2. Fueron necesarios los siguientes tubos: Grupo estandar “0” para la
determinacién de la unién maxima (Bo). Grupos estandar para determinar
la curva estandar. Grupo de control para realizar el control. Grupo Sx para
las muestras séricas a analizar. Se realizaron los ensayos por triplicado

para los estandares y por duplicado con las muestras.

2.3. Se pipetearon 200 ul de estandares, control 0 muestras a analizar en

los tubos correspondientes.

2.4. Se afadié 0.5 ml de aldosterona *#°I en todos los tubos.
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2.5. Se mezcl6 ligeramente cada tubo con un agitador tipo Vortex.

2.6. Se incubaron durante 3h + 5 min a temperatura ambiente (18-25°C)

con agitacion de 400 r.p.m.

2.7. Se aspird el contenido del tubo completamente hasta que desaparecio

los restos de colorante rojo.

2.8. Se midi6 la radioactividad unida a los tubos con un contador de

centelleo gamma ajustado para la determinacién del yodo **I.

3.- Resultados.

3.1. Para cada grupo de tubos, se retir6 el contaje de fondo y se calculd la

media de los contajes.

3.2. Se calcul6 el porcentaje de unién de los estandares y de las muestras

con relacién al estandar 0.

B/Bo (%)= cpm Std o cpm 5x x 100

cpm Std

3.3. Se dibujo la curva estandar indicando la relacion B/Bo (%) de los
estandares en funcioén de su concentracion.
3.4. Se leyeron los valores de las muestras a partir de la curva, corrigiendo

el valor leido por el factor de dilucion.
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4.- Valores esperados.
Se tomaron como indicativos los valores encontrados en una poblacion

normal (regimenes de sodio normal).

SUIETOS PERCENTILS MEDIANA PERCENTIL 95
NORMALES (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
Decubito 42 99 201.5
Bipedestacion 97 201 626

La conversion de pg/ml de aldosterona en pmol/L fue 1 pg/ml= 2.77 pmol/L
5.- Limite de deteccion.

El limite de deteccién se defini6 como la concentracion minima detectable
distinta de cero con una probabilidad del 95%. El célculo fue de 7 pg/ml.

6. Gama de medicion: 7 a 1500 pg/ml.

Apéndice 5

Biopsia de injerto renal (Técnica).

La biopsia del injerto renal se realizé por un médico de Nefrologia en
la cama del paciente mediante guia ultrasonogréfica, utilizando una pistola
automatica y una aguja 14 G. El procedimiento se realiz6 con el paciente
en decubito supino, se localiz6 el polo superior del injerto renal por via
ecografica marcando la piel justo sobre ese punto. Se utiliz6 anestesia local
y posteriormente se realiz6 una incision de 3-4 mm con una hoja de bisturi,

se introdujo la aguja de forma perpendicular. Mediante el transductor
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ecografico se visualizé el rifidn al mismo tiempo que la aguja atraveso los
planos musculares y fascias. A partir de ese momento, el vencimiento de
una suave resistencia al introducir la aguja nos indicé que se atraveso la
capsula, momento en el que se dispard la pistola, posteriormente se retird
la aguja, ejerciendo de inmediato compresion sobre el sitio de puncion. Se
extrajeron dos cilindros de 1 cm de largo y dos milimetros de ancho. Se
corroboré que la muestra era adecuada con el microscopio de luz y
posteriormente se trasladaron en solucion salina a Nefropatologia para su

proceso y tincion.

Apéndice 6

Analisis histolégico

El andlisis histologico se realizO6 en el Departamento de
Nefropatologia. De las biopsias de los pacientes de ambos grupos, se
estudiaron 1 a 3 fragmentos cilindricos de corteza renal procesados para
microscopia de luz. Los tejidos se procesaron de acuerdo a las técnicas
estandarizadas de rutina y fueron incluidos en parafina para la realizacion
de cortes de 3u. Los cortes para microscopia de luz se tifieron con

Hematoxilina y eosina, &cido peridédico de Schiff (PAS), metenamina de
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Jones y tricromico de Masson. Se observaron bajo el microscopio a 200 X y
400X, en campos consecutivos siguiendo los parametros de la clasificacion
de Banff para la calificacion histolégica. Los casos fueron analizados y
catalogados en base a la evaluaciéon de la morfologia glomerular, vascular,

tubular e intersticial.

Se consideraron criterios Histopatoldgicos de Nefrotoxicidad por inhibidores

de calcineurina, de acuerdo a la clasificacion de Banff los siguientes:

Nefrotoxicidad aguda

Arteriolopatia aguda:

e Edema endotelial

e Necrosis de miocitos (Etapa previa al acimulo de nédulos hialinos)

e Microangiopatia trombotica

Tubulopatia:

e Vacuolacién isométrica, microvesiculaciones y/o

microcalcificaciones en tlbulos proximales (Figura 4).

Nefrotoxicidad crénica

Arteriolopatia hialina:

e Presencia de nédulos hialinos en la media o adventicia de las

arteriolas aferentes e interlobares (Figura 5).
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Figura 4. Vamolizacién tubular isométrica
{flechas} Tricrémico; x 200

Figura 5. Nocdulo hialino (flecha) en la capa
mediadela arteriola aferente PAS; x 400

Grado de Arteriolopatia

El grado de arteriolopatia fue estimado en forma cuantitativa,
considerando Grado cero para aquéllas arteriolas sin alteraciones
histologicas; Grado | se consideré a la presencia de: a) engrosamiento de
la intima y/o media, b) hialinosis en la media o adventicia; Grado II:
engrosamiento de la intima y/o media + hialinosis en la media o adventicia

en uno o mas vasos; Grado |l Arteriolonefroesclerosis severa.

*La definicién de nefrotoxicidad deacuerdo al grado de Arteriolopatia se consideré

a partir del grado 2 6 3.
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Atrofia tubular

Fibrosis intersticial grado Il y I11.

La evaluacién cualitativa y cuantitativa del dafio tubular e intersticial
se realizdé con una escala de 0 a lll; en donde el Grado O comprende
fibrosis intersticial menor al 10%, Grado | corresponde a fibrosis intersticial
del 11 al 25%, Grado Il del 26 al 50% y Grado Il mayor al 50% del tejido

renal analizado (Figura 6).

Pigura 6. Atrofia tubular y fibrosis inmtersticial {feches) Hematoxiling-eosing; x 100
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