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1. RESUMEN

En México la prevalencia de nefropatia diabética (ND) es considerada una de las
complicaciones microvasculares cronicas de la Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) mas
comunes que conllevan al desarrollo de enfermedad renal cronica (ERC). Se ha
sugerido que los factores genéticos pueden modular el riesgo del desarrollo las
complicaciones renales secundarias a DM2. Los estudios de replicacion de
variantes genéticas y los estudios de GWAS han mostrado asociacion con
distintos fendmenos asociados a la ERC como los niveles de creatinina y tasa de
filtrado glomerular. Si bien es poco entendida su funcién no se han estudiado en
poblacion latinoamericana.

El objetivo de la presente tesis es determinar si las variantes rs10206899
(Chr2p12-p13) del gen NATS8, rs4805834 (Chr19913) del gen SLC7A9,
rs16853722 del gen MECOM, rs17730281 del gen WDR72, estan asociadas con
la presencia de ERC en pacientes con ND asi como analizar su comportamiento
con variables asociadas a ERC y evaluar la comorbilidad asociada con el indice de
Charlson para al comparar grupos de pacientes con DM2.

Se realizé un estudio de 178 casos (pacientes con DM2 y ERC estadio 5) y 177
controles (pacientes con DM2 sin ERC), que consistié en la realizacién de un
cuestionario completo de antecedentes personales patologicos y la extraccion de
DNA gendmico a partir de las células mononucleares de sangre periférica para su
posterior analisis por medio de PCR en tiempo real. Las variables recabadas se
integraron en una base de datos, se realizé el analisis estadistico con el programa
Stata versién 12.

Se analizaron un total de 355 sujetos, siendo 177 considerados como controles y
178 casos. Al comparar ambos grupos se observan diferencias estadisticamente
significativas en variables como el tiempo de evolucion de la DM2, antecedente de
retinopatia diabética, dislipidemia e hiperuricemia siendo éstos mayores en los
casos. El IMC fue mayor en los controles probablemente debido a un sindrome de
desgaste en pacientes con ERC terminal. El indice de comorbilidad de Charlson
mayor en los casos, mostrando diferencias estadisticamente significativas. Las
variantes genéticas rs17730281 del gen WDR72 y rs4805834 del gen SLC7A9 se

encuentran en equilibrio de Hardy Weimberg en la poblacién analizada en el



presente estudio. EI analisis por modelos de herencia mendeliana, dominante,
codominante y recesivo no mostro asociacién de la presencia de las variantes
rs17730281 del gen WDR72 y rs4805834 del gen SLC7A9 con ERC. En analisis
de la presencia de las variantes rs17730281 del gen WDR72 y rs4805834 del gen
SLC7A9 ajustado por variables conocidas como factor de riesgo a desarrollo de
ERC no mostro asociacion. A pesar de haber sido reportadas las variantes
genéticas rs17730281 del gen WDR72 y rs4805834 del gen SLC7A9 a ERC en
otras poblaciones, incluso con efectos pleitropicos en la poblacion mexicana no

fue asociada, esto puede ser debido a la ancestralidad del mexicano.
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2. MARCO TEORICO

2.1.- Enfermedad Renal Cronica

La enfermedad renal cronica (ERC) es una patologia irreversible de etiologia
multiple, secundaria en un gran porcentaje a complicaciones de enfermedades
cronico degenerativas como son la DM2 e hipertension arterial sistémica (HAS).
Es definida por las guias de la Kidney Disease Outcomes Quality Initiative
(KDOQI) como el “dafio renal de una duracién igual o mayor a tres meses’,
caracterizado por anormalidades estructurales o funcionales con o sin descenso
de la tasa de filtracion glomerular a menos de 60ml/min/1.73m?, siendo clasificada
en 5 estadios (National Kidney Foundation 2002) con modificaciones en el 2005
por el grupo de Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO)("?) y en el
2008 por el National Institute of Health and Clinical Excellence (NICE) (National
clinical guideline 2008) considerando la subdivisién al estadio 3 en 3A (TFG de
45 a 59ml/min ) y 3B (TFG 30 a 44ml/min 1.73m? ) ademas de agregar el sufijo p
en términos de prondstico y por la presencia de proteinuria. La ERC actualmente

es considerada un problema de salud publica a nivel mundial.

2.2 Epidemiologia de la Enfermedad Renal Cronica

Se estima una incidencia de 346 pacientes con insuficiencia renal cronica (IRC)
por milldn de habitantes con una prevalencia de 929 pacientes por millon de
habitantes, el 8.5 % de la poblacion tiene enfermedad renal crénica, se cuenta con
alrededor de 52.000 pacientes en terapias sustitutivas, de los cuales el 80% de los
pacientes son atendidos en el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) - Se

ha identificado una de las causas mas importantes de IRC a la DM2.



2.3 Nefropatia diabética

La DM2, un importante problema de salud publica, es una enfermedad crénica con
una alta morbilidad y mortalidad 45 6). La nefropatia diabética (ND) es una de las
complicaciones microvasculares cronicas y graves mas comunes de la DM2 y una
de las causas mas importantes de ERC. Casi un 30% de los pacientes con DM2
desarrollan ND, con una prevalencia del 20-40% en pacientes con DM2 y ERC
terminal. )

Otros factores, como un mal control glucémico o de la presioén arterial, también
desempeiian un papel preponderante en el desarrollo de esta complicacion ©9),
Sin embargo, no todos los individuos con un control deficiente de estas variables
la desarrollan, por lo que se han investigado factores no glucémicos que puedan
modular el riesgo de complicaciones renales de la diabetes como los factores
genéticos, como indican algunos estudios de ligamiento familiar y predisposicion
genética (10),

La ND es un diagnostico clinico que historicamente se ha basado en el hallazgo
de proteinuria en una persona con diabetes. Esta definicion es independiente de
tales marcadores de ERC como el cambio patolégico o TFG disminuida, en un
principio se limitaba a la presencia de macroalbuminuria. El desarrollo de las
pruebas mas sensibles especificas para la albumina ha dado lugar a la deteccion
de los elementos mas pequefios, microalbuminuria o "nefropatia incipiente". El
limite inferior de la microalbuminuria se establece un tanto arbitrariamente a una
tasa de excrecion de albumina (AER) de 20 g / min, que es equivalente a 30 mg /

24 h o a un cociente albumina/creatinina (ACR) de 30 mg/g (')

2.4 indice de comorbilidad de Charlson

El envejecimiento es un proceso deletéreo, progresivo, intrinseco y universal que
con el tiempo ocurre en el ser humano a consecuencia de la interaccion de
multiples factores, entre ellos los propios del individuo y su medio ambiente. Es un
conjunto de procesos que contribuye a incrementar progresivamente la presencia
de enfermedades crénicas. En diferentes estudios se ha demostrado que una

mayor comorbilidad en los adultos mayores trae consigo un impacto negativo en la
4



mortalidad, funcion fisica y calidad de vida. Por tal motivo resulta de suma
importancia incluir la evaluacion de la comorbilidad cuando se realiza un trabajo de
investigacion en adultos mayores. (4

El indice de comorbilidad de Charlson fue creado con el objetivo de desarrollar un
instrumento prondstico de comorbilidades que individualmente o en combinacion
pudiera incidir en el riesgo de mortalidad a corto plazo de pacientes incluidos en
estudios de investigacion. El indice consiste en 19 condiciones médicas
catalogadas en cuatro grupos de acuerdo al peso asignado a cada enfermedad, la
puntuacion total es la sumatoria de todas las entidades clinicas presentadas por el
paciente evaluado, que da como resultado el riesgo relativo de mortalidad. (24-2%)
La prediccion exacta de la supervivencia para pacientes con Enfermedad renal
terminal y multiples condiciones comorbidas es dificil. Se han realizado estudios
que evaltan la validez del indice de Charlson en pacientes con IRC en dialisis o
hemodialisis encontrando en éste, una herramienta valida para evaluar la
comorbilidad y predecir la supervivencia en pacientes con enfermedad renal
cronica terminal, asi como una prediccion de costos a nivel institucional en estos

pacientes. (29

2.5 Genética de la Enfermedad Renal Croénica

El desarrollo de la nefropatia en individuos diabéticos depende tanto de factores
metabdlicos como de factores genéticos. Se han descrito distintas variantes
genéticas asociadas a ND, tales como inserciones-deleciones (I/D), variantes del
numero de copias (CNV) y polimorfismos de un solo nucleétido (SNP).

Entre los genes mas reportados se encuentran los de las proteinas del sistema
renina-angiotensina, el cual puede estar implicado en el desarrollo de la lesién
renal mediante el incremento de la presién glomerular, los de la mutacion C677T
en el gen de la metilentetrahidrofolatoreductasa (MTHFR) y el SNP rs2268388 del
gen de la acetil-coenzima A gen beta carboxilasa (ACACB) con la presencia de
ND. (4,

Sin embargo el binomio gen-gen y gen-medio ambiente ha sido controversial al

analizar en distintos modelos de estudio y en distintas poblaciones (13



Estudios de replicacion de SNPs han aportado mayor informacion sobre el riesgo
de progresion de la enfermedad renal, una posible participacion con la respuesta
al tratamiento renoprotector e interaccion con otros factores de riesgo
cardiovascular, por medio de estudios de asociacion, estudios prospectivos
(cohortes), y de casos y controles, en distintas poblaciones. En la actualidad un
mayor numero de personas han sido analizados por medio de metanalisis
derivados de estudios de GWAS (Estudios de asociacion en todo el genoma)
aportando informacién mas especifica en variables con efectos pleitrépicos
asociados a la ERC en distintas poblaciones como las concentraciones de urea,

creatinina, acido urico y disminucion de la TFG.
2.6 Polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) y enfermedades.

La investigacion de la relacién de los genes con enfermedades ha incrementado
su importancia a lo largo de los afios. A partir de esto se han desarrollado técnicas
y tecnologia para llevar a cabo estas investigaciones. En 1990 se inicia el
Proyecto de Genoma Humano y en el 2001 se publica el primer borrador.
Posteriormente, en el 2003, se llevd a cabo una actualizacion la cual abarcé el

99% de la secuencia del genoma.

Aproximadamente el 99% del ADN es el mismo para todos los seres humanos y el
resto es atribuido a diferencias en los genes que causan variabilidad. Por esto, se
debe tomar en cuenta que el ADN no es una estructura pasiva y debido a su
naturaleza puede estar en riesgo de sufrir cambios constantemente. Los cambios
en la secuencia de un gen son llamados polimorfismos, lo cuales producen que
existan diferentes alelos. Estas variantes son clasificadas de acuerdo a la
proporcion de la poblacidn en la que inciden, siendo el alelo ancestral el que
presenta una mayor frecuencia y el alelo variante que se presenta de menor
manera. Los seres humanos, al ser organismos diploides, pueden presentar tres
genotipos: homocigoto para el alelo ancestral, heterocigoto y homocigoto para el
alelo variante. En el primer genotipo, el individuo solo presenta en su genotipo el
alelo ancestral en ambos cromosomas, descartando la aparicion de alguna
variacién genética. Una persona que presente el genotipo heterocigoto tiene tanto

el alelo ancestral como el alelo variante, pudiendo o0 no expresarse cualquiera de
6



los dos. Por otra parte, los organismos que son homocigotos para la variante

presentan dos copias del alelo menos frecuente en la poblacion.

Los SNPs son polimorfismos en los que se presenta cambio de un solo nucleétido
en una posicion determinada. Estos tienen gran importancia en cuanto a la
variabilidad fenotipica, asi como en la susceptibilidad o desarrollo de
enfermedades; siendo también los mas frecuentes. Cabe mencionar que debe
tener una frecuencia mayor del 1% en la poblacion. Estos pueden ser clasificados
por su posicidon en el gen. Los que estan presentes en regiones codificantes se les
conoce como “no sinénimos”. Por otro lado, hay SNPs que pueden estar
localizados en la region promotora, influenciando la actividad en la transcripcion
del gen, en intrones, en sitios de splicing o en regiones intergénicas. También
existen aquellos SNPs que no generan algun cambio aparente en la expresion del
gen, los cuales son llamados “sindnimos”; sin embargo, se ha demostrado que
pueden intervenir en ésta de alguna forma todavia no conocida ®). Una
representacion de la posicion de los SNPs en el genoma se muestra en la Figura
1.

Iniciode  Codédn de Codén de
transcripcién  inicio término
7V y
5 [Promotor [5UR| E [ 1| E [[T] E [T | E [aum 3
rsMP CSMP iSNP gSNP
nssMNP - s5NP

Figura 1. Clasificacion de SNP’s de acuerdo con su localizacién en el genoma. E: exones, I: intrones, UTR: regiones no

codificantes. 7).

Los SNPs se pueden relacionar con la aparicién de alguna enfermedad de tipo
genética. Por esta razdn es necesario realizar estudios para poder asociarlos a
éstas. Este tipo de pruebas se pueden llevar a cabo de manera directa o de

manera indirecta. El primer caso, el SNP que se cree que esta relacionado con la
;



enfermedad es genotipificado directamente. Para poder realizar esto, se debe de
predecir el SNP que produce el fenotipo de interés, siendo este el reto mas grande
para este tipo de estudios. En los estudios indirectos no se necesita determinar
previamente el SNP en cuestidén, ya que éstos no son probados directamente
realizandose. Este tipo de estudios son mayormente utilizados en estudios de

casos-control.

Los estudios de asociacion genética son un ejemplo de estudio indirecto, tienen la
ventaja que no se necesitan sujetos relacionados entre si. En éstos se buscan
polimorfismos individuales de genes implicados en la patogénesis de la
enfermedad y con ello determinar si existe algun tipo de relacion con ella.
Primeramente, se deben identificar los genes candidatos; el siguiente paso es
identificar los diferentes polimorfismos sobre el gen que pudieran estar afectando
su funcion; y finalmente se examina que tan frecuentemente se presentan los
polimorfismos en personas que desarrollan la condicion a estudiar respecto a una

poblacion control 7).

En la poblacion mexicana existe poca evidencia de la asociacion de distintas
variables genéticas asociadas a ERC, es por ello que surge la necesidad de
establecer estudios multicéntricos que puedan ser capaces de reunir un numero
importante de pacientes y clarificar los numerosos interrogantes planteados sobre

la relacién de los genotipos de los SNPs candidatos y la enfermedad renal.

2.7 Equilibrio de Hardy-Weinberg. Su importancia en el analisis de variantes

polimérficas asociadas a la presencia de ERC.

En una poblacion, el conjunto de genes que comparten los individuos constituyen
el acervo genético. La manera en que se distribuyen los alelos de un gen se puede
obtener calculando las frecuencias en que un alelo se presenta en la poblacion,
las frecuencias de los diferentes genotipos y como cambian estas frecuencias de
una generacion a otra.

La relacién tedrica entre las proporciones relativas de los alelos del conjunto de
genes y las frecuencias de los diferentes genotipos en la poblacion, puede ser
descrita con la ley de Hardy-Weinberg; la cual predice dos cosas:



1. Las frecuencias de los alelos en el conjunto de genes no cambian con el
tiempo; por lo tanto, se heredan proporcionalmente de una generacion a
otra.

2. Si se consideran dos alelos de un locus, Ay a, entonces las frecuencias de

los genotipos AA:Aa:aa en la poblacién se pueden calcular asi:

p2+2pq +q*=1
En donde p = frecuencia del alelo Ay q = frecuencia del alelo a.
Una poblacion que cumple estos dos criterios se dice que esta en equilibrio de
Hardy-Weinberg, para esto no debe existir diferencia significativa (P = 0.05) entre
las frecuencias genotipicas observadas en la poblacion y las calculadas mediante
el modelo 8.
Cabe mencionar que para realizar el calculo se debe considerar que la poblacién

sea ideal, por lo que debe de seguir los siguientes criterios:

1. Los individuos tienen la misma probabilidad de supervivencia y de
reproducirse.

2. No aparecen nuevos alelos, ni hay mutaciones.

3. No hay migracion de individuos, hacia fuera ni hacia adentro.

4. La poblacién es infinitamente grande, lo que significa que la poblacién es
suficientemente grande para evitar errores de muestreo y efectos aleatorios
sean despreciables.

5. Los individuos de la poblacion se aparean al azar.

Este recurso es de gran utilidad, ya que nos da indicio de cédmo se presentan los
alelos que conforman el acervo genético de la poblacion y de qué manera se

heredan a través de las generaciones.

2.8 Genes candidatos descritos en GWAS para la presente tesis:

2.8.1 Polimorfismo rs10206899

El polimorfismo rs10206899 (chr2p12-p13), ha sido asociado con creatinina, TFG,

cistatina-C y ERC, esta variante se encuentra cerca de distintos genes como el

NAT8, NAT8B ALMS 1, DUSP11 y TPRKB. Se ha descrito que NAT8 es miembro
9



de la superfamilia GCNS5-related N-acetyltransferase (GNAT), un grupo de
enzimas que catalizan la transferencia de un grupo acetilo de la acetil-coenzima A,
a una amplia gama de sustrato aceptor (8. EI gen NATS8 esta fuertemente y casi
exclusivamente, expresado en rifidn, en particular por las células tubulares de la

corteza renal (19.20),

Se ha descrito que la variante rs10206899 esta en alto desequilibrio de ligamiento
(r> = 1,0) con el Unico SNP no sinénimos del gen NATS, el rs15358 (A595G). El
rs15358 da un cambio de aminoacido no conservativo (F143S) dentro de la acetil-
coenzima A vinculada al sitio del efecto para influir en la acetilacién por NAT8 1),
La acetilacion es una via metabdlica clave para la desintoxicacion de sustancias
nefrotdxicas tales como los aminoglucésidos, anestésicos inhalatorios y toxinas
ambientales, incluyendo disolventes industriales, como tricloroetileno (1920), La
variante rs15358 también esta estrechamente asociada con los niveles de
creatinina en el GWAS (p=1.8x108). Los resultados plantean la posibilidad de que
la variacion genética comun en NAT8 puede influir en las vias de acetilacion,
ocasionando perturbaciones conocidas por drogas y toxinas inducidas por la lesién

renal 1),

2.8.2 Polimorfismo rs4805834

El polimorfismo rs4805834 (chr19q13) esta cerca del gen SLC7A9, un
transportador de aminoacidos catidnicos, altamente expresado en las células
tubulares renales 2. El gen SLC7A9 es un fuerte candidato para la asociacion de
rs4805834 con la creatinina, la TFG, la cistatina-C y ERC. Se han descrito
mutaciones en el gen SLC7A9 asociadas con cistinuria y nefrolitiasis que se
asocian con un mayor riesgo de ERC. La variante rs4805834 esta también cerca
del gen CCDC123 (funcion desconocida) y C190rf40 (FAAP24), este ultimo ha
sido identificado como un componente de la anemia de Fanconi, nucleo complejo
que juega un papel crucial en la respuesta al dafio del ADN. En un estudio de
GWAS donde se analizaron 23,812 europeos esta variante fue asociada
fuertemente a la TFG con un OR de 0.84 y un IC 95% de 0.76-0.92 (p=3.6x10).

Estos resultados proporcionaron una nueva vision en el metabolismo de las vias
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del soluto y transportadores de drogas en la susceptibilidad a la enfermedad renal

cronica @),

2.8.3 Polimorfismo rs16853722 y rs17730281

El gen MECOM (también conocido como EVI1) codifica un regulador
transcripcional implicado en la hematopoyesis (3. Mientras que el gen WDR72 se
ha vinculado con parametros de funcionamiento renal, las variantes rs16853722
del gen MECOM vy rs17730281del gen WDR72 recientemente han sido asociados
con funciones pleiotropicas en parametros asociados al funcionamiento renal
como lo son BUN, creatinina sérica y TFG, en un estudio de GWAS de 51,327
sujetos asiaticos. Si bien es poco entendida su funcion no se han estudiado en

poblacion latinoamericana @1,

3. JUSTIFICACION

Se ha demostrado que la poblacion mexicana tiene un riesgo relativamente alto de
desarrollar DM2. Diversos factores contribuyen a la predisposicion de la
enfermedad asi como a sus complicaciones. El presente estudio tiene como
finalidad la busqueda de marcadores genéticos que en un futuro puedan ser
utilizados como de riesgo o proteccion en pacientes con DM2 que presentan
ERC.

Con los datos clinicos, de laboratorio y genéticos, se podra entender un poco mas
a profundidad el papel de las variantes propuestas en la fisiopatologia de la
enfermedad. Nuestro interés primordial es en un futuro y con estudios y analisis
posterior a este analisis la busqueda de marcadores diagnosticos y de prondstico

oportuno asociado a la ERC.

La presente tesis forma parte del protocolo de investigacion que lleva como titulo

“‘ESTUDIO DE POLIMORFISMOS ASOCIADOS A INSUFICIENCIA RENAL
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CRONICA EN PACIENTES MEXICANOS CON DIABETES MELLITUS TIPO 27,
aprobado por el Comité de Etica en Investigacién y de la Comisién Nacional de
Investigacion Cientifica del IMSS con Numero de Registro R-2016-785-022.

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La DM2 es una enfermedad crénica con una alta morbilidad y mortalidad. La ND
es una de las complicaciones microvasculares mas graves y comunes de la DM2 y
una de las causas mas importantes de ERC. Casi un 30% de los pacientes con
DM2 desarrollan ND, con una prevalencia del 20-40% de pacientes con DM2
culminan en ERC terminal. Para contribuir a la disminucién de casos de nefropatia
diabética terminal, se necesita generar conocimiento que permita identificar si la
poblacién con ND posee marcadores genéticos asociados al desarrollo de ERC
descritos en otras poblaciones, con el fin de contar con pruebas genéticas
fidedignas y rapidas que identifiquen a la poblacion en riesgo de desarrollar ERC

terminal desde etapas tempranas del diagnéstico de ND.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Determinar si las variantes rs10206899 (Chr2p12-p13) del gen NATS, rs4805834
(Chr19q13) del gen SLC7A9, rs16853722 del gen MECOM, rs17730281 del gen
WDR72, estan asociadas con IRC como de riesgo o proteccion al comparar

grupos de pacientes con DM2.

5.2 Objetivos especificos

1.- Determinar las frecuencias alélicas de las variantes polimérficas rs10206899
(Chr2p12-p13) del gen NATS8, rs4805834 (Chr19q13) del gen SLC7A9,
rs16853722 del gen MECOM, rs17730281 del gen WDR72.

2.- Determinar el comportamiento de las variables asociadas a la ERC (Urea,

creatinina, TFG) en el grupo control y la presencia de las variantes genéticas.
12



3.- Determinar la asociacion que existe entre el riesgo de comorbilidad (indice de

comorbilidad de Charlson) y la presencia de las variantes genéticas candidatas.

6. HIPOTESIS DE TRABAJO

La presencia de los genotipos de riesgo o proteccion de las variantes polimorficas
rs10206899 (Chr2p12-p13) del gen NATS8, rs4805834 (Chr19q13) del gen
SLC7A9, rs16853722 del gen MECOM, rs17730281 del gen WDR72, estan

asociados con IRC en pacientes con ND.

La frecuencia alélica de las variantes polimorficas rs10206899 (Chr2p12-p13) del
gen NATS, rs4805834 (Chr19q13) del gen SLC7A9, rs16853722 del gen MECOM,
rs17730281 del gen WDR72 se encuentran asociadas al desarrollo de IRC en

poblacion mexicana.

7. MATERIAL Y METODOS
7.1 Disefio del estudio: Casos y Controles.
- Relacion de Casos y Controles: 1:2.
7.2 Poblacion de estudio: Sujetos mayores de 40 anos, con historia al menos de 5
anos de Diabetes Mellitus tipo 2.
- Periodo de Estudio: De 1 de Marzo al 30 de Julio de 2016.
- Lugar de Estudio: UMAE Hospital de Especialidades Centro Médico
Nacional Siglo XXl en la Ciudad de México.
7.3 Criterios de inclusion
Controles: En el estudio se incluyd en el grupo control pacientes con edad mayor a
40 afos, no emparentados, con diagndstico de DM2 de acuerdo a las guias
establecidas por la ADA 2015 sin nefropatia diabética, con por lo menos 5 afios de
diagndstico, con normoalbuminuria (< 30mg/dl). Que fueron captados de la Unidad

de Investigaciéon en Bioquimica del Hospital de Especialidades CMN SXXI.
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Casos: Pacientes con el diagnéstico de IRC secundaria a ND, con por lo menos 5
afos de diagnéstico de DM2, en tratamiento de sustitucidn renal con Dialisis
peritoneal o Hemodialisis. Los cuales fueron captados de la Consulta externa y la
Unidad de Hemodialisis del servicio de Nefrologia de CMN SXXI. La unidad de
Hemodialisis, tiene una poblacion aproximada de 200 pacientes, de los cuales
aproximadamente el 50% son portadores de IRC secundaria a Nefropatia
diabética, poblacion que constantemente es referida de los diferentes Hospitales
Generales de la Zona Sur, aproximadamente 40 a 50 pacientes incidentes por
mes para apoyo con sesiones de Hemodialisis, que posteriormente son

subrogados a Unidades de Hemodialisis externas.

7.4 Criterios de exclusién
e Pacientes menores de 40 afos de edad, emparentados.
e Pacientes con historia de DM2 menor a 5 afios.
e Pacientes con DM2 con micro o macroalbuminuria y sin terapia de
sustitucion renal.
e Pacientes con DM1, enfermedades autoinmunes, pancreatectomizados o
neoplasias.

e Pacientes que no acepten participar en el protocolo.
7.5 Criterios de eliminacion:

e Pacientes con DM 2 con o sin Nefropatia que no acudan para toma de

muestra para extraccion del DNA.
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7.6 Operacionalizacion de las variables:

Nombre de Tipo de Escala de L Definicion Unidad de
. . L Definicion conceptual - "y
la variable variable medicion operacional medicion
VARIABLES DEMOGRAFICAS
I Tiempo transcurrido desde el | Tiempo transcurrido desde
Cuantitativa . L L -
Edad . Razén nacimiento hasta el momento el nacimiento hasta el Afos
continua - )
actual registro del paciente
Cualitativa . Tax6n que agrupa a especies Sexo consignado en la 1=Hombre
Sexo PP Nominal que comparten ciertos ; ) o
dicotémica hoja de registro 0 = Mujer
caracteres
Cuantificacion total en
Cuantitativa . kllogrgmos registrado por '
. . Fuerza con la que la Tierra la misma persona en la Kilogramo
Peso Continua Razon . . .
atrae un cuerpo misma béscula calibrada (kg)
durante las evaluaciones
en consulta
Altura registrada utilizando
el mismo estadiometro
Talla Cuantlltatlva Razon Lpngltud de una persona para toFios los paC|er!t’es, Metros (m)
Continua medida de los pies a la cabeza | en la primera evaluacion y
registrado en la hoja
correspondiente
- Relacion del peso en Kg
Indice de s . o
Cuantitativa . Medida de asociacién entre el | con el cuadrado de talla en 2
masa . Razén L : Kg/m
Continua peso y la talla de un individuo | metros, registrado durante
corporal
las consultas
HISTORIA Antecedente familiar (padres, | Identificacion en la hoja de
;T:"B'g\; oo 2DE Cualitativa Nominal tios, abuelos, hermanos) de [ recoleccion de  datos 0 = No
Dicotémica Diabetes Mellitus tipo 2. durante la entrevista. 1=_Si
Tiempo transcurrido desde el | Identificacion en la hoja de
EVOLUCION  DE o diagnostico  de  Diabetes | recoleccion de  datos
DIABETES C(u:antlltatlva Razoén Molltus Tiog 2 ) | . afios
MELLITUS TIPO 2 ontinua ellitus Tipo 2. urante la entrevista.
Se evaluara los puntos y el
Sistema de evaluacién de la | porcentaje de mortalidad a 10
INDICE oE . esperanza de vida a los diez afios, | afios con un cuestionario en la PUNTOS
CONMORBILIDAD C(L;antl_tatlva Razén en dependencia de la edad en que | hoja de registro durante la %
DE CHARLSON ontinua se evalla, y de las comorbilidades | entrevista
del paciente.
VARIABLE DEPENDIENTE
. i Variante polimorfica que se ., .
Polimorfismo encuentra en chr2p12-p13 Identificacion mediante
510206899 cualitativa asociado con alteraciones én genotipacion por PCR en 0=No
. . ’ .
dicotémica Nominal creatinina, TFG, cistatina-C y ggmg; :ﬁikiﬁfgga(:zs en 1=Si
gen NAT8 desarrollo de ERC, esta

variante se encuentra cerca

muestra venosa
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de distintos genes como el
NAT8

Polimorfismo

Variante polimorfica que se
encuentra en chr19g13 del

Identificacion mediante

rs4805834 gen SLC7A9, un transportador L
o e S genotipacion por PCR en —
del en cualitativa : de aminoacidos catidnicos, d : 0=No
9 AP Nominal . tiempo real a partir de o
dicotomica expresado en las células células mononucleares en 1=Si
SLC7A9 tubulares renales asociado
- muestra venosa
con la creatinina, la TFG, la
cistatina-C y ERC.
Polimorfismo Variante polimorfica que se | |dentificacion mediante
rs16853722 cualitativa encuentra en el gen MECOM | genotipacion por PCR en 0=No
del gen dicotémica Nominal asociados con funciones tiempo real a partir de 1 =5
9 pleiotropicas en BUN, células mononucleares en =l
MECOM creatinina sérica y TFG muestra venosa
Polimorfismo
rs17730281d Variante polimorfica que se | |dentificacion mediante
cualitativa encuentra en el gen WDR72 genotipacion por PCR en 0 = No
el 9N I icotomica Nominal asociados con funciones | tiempo real a partir de 1=si
WDR72 pleiotropicas en BUN, células mononucleares en =l
creatinina sérica y TFG muestra venosa
VARIABLE INDEPENDIENTE
Paciente con diagnostico de .Segun las Guias ADA,
) . . nivel de glucosa mayor de
DIABETES MELLITUS Diabetes Mellitus tipo 2 de
TIPO 2 SIN Cualitati acuerdo a las Guias de la 126mg/di en ayuno o 0=N
NEFROPATA d.“at',a V@8 | Nominal | ADA de mas de 5 afios de m‘;ggﬂ‘fgszggr:“g’ dr::S” 1 S‘.’
Icotomica diagnostico sin nefropatia cIéZicos de hiper Il?cemia =l
diabética insipiente o - niperg ’
i Hb glucosilada mayor de
establecida o
6.5%
Pacientes con IRC
. L daria a ND que se
DIABETES L Paciente con Insuficiencia secun . _
MELLITUS TIPO 2 c(j)_uallj(atl.va Nominal Renal Crénica secundaria a enscfsqit{jggnnr.gi;?pclgnde (i I\éo
CON IRC EN TSR Icotomica Nefropatia diabética S : =l
Dialisis Peritoneal o
Hemodialisis
TERCERAS VARIABLES
Presion arterial > 140/90 de Registro de presion arterial
HIPERTENSION Hati resion ri _
ARTERIAL ((j;uatll'tat[va Razon acuerdo a Criterios de sistlica y  diastolica QI— I\éo
cotomica clasificacion JNC 8 durante la entrevista -
Retinopatia proliferativa en
pacientes con diagnostico de Pacientes con diagndstico de
RETINOPATIA Cualitativa Nominal 9 Retinopatia  diabética  por 0 =No
DIABETICA Dicotomica Diabetes Mellitus tipo 2 de Oftalmologo 1=Si

larga evolucién
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7.7 Célculo de la muestra

Se realizo el calculo del tamano de muestra para obtener un poder 0.9 con un
nivel de significancia del 0.05 con el paquete estadistico STATA considerando las
frecuencias esperadas de casos y controles, (tomando en cuenta la frecuencia
alélica mas baja y mas alta de las variantes polimérficas candidatas) vy
considerando que se pareen 1:2 (relacion casos-controles). Para obtener un poder
de 0.9, se requieren una n de1563 pacientes siendo 521 casos y 1042 controles.
Se realizé un preanalisis en un total de 177 controles y 178 casos, observando
que las muestras estan en equilibrio de Hardy Weinberg y los analisis
multivariados presentan intervalos de confianza al 95% muy cercanos por lo que

fue necesario aumentar la n calculada.

7.8 Descripcion general del estudio

El disefio del estudio es de tipo Casos y controles, el cual comprende dos grupos
de pacientes con DM2 en los extremos de riesgo de la funcion renal:

- Grupo 1, pacientes con DM2 sin ND.

- Grupo 2, pacientes con el diagnostico de ERC en estadio terminal secundaria a

ND, en terapia de reemplazo renal.

7.8.1 Obtencién de las muestras

Obtencion de muestras

El presente estudio se realizé en el periodo comprendido del 1 de Marzo 2016 al
30 de Julio de 2016. Se captaron pacientes en el servicio de Hemodialisis y de la
Consulta externa de Nefrologia que cumplian con criterios de seleccion y
aceptaron participar en el estudio previa autorizacidbn bajo consentimiento
informado para inclusién en protocolo de estudio.

La captura de datos se realizé con el llenado del cuestionario incluido en anexo 1,
el cual incluye variables demograficas, como género, edad, sexo, peso, talla, IMC,
historia familiar de DM2, tiempo de evolucion de DM2, presencia de
complicaciones asociadas a la misma como retinopatia diabética, hipertension
arterial sistémica e indice de comorbilidad de Charlson. Posteriormente se obtuvo

una muestra venosa (tipo tejido sanguineo) menor a 5ml con todas las medidas de
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seguridad aplicables al manejo de material biolégico infectocontagioso con apego
a la NOM-087-ECOL-SSA1-2002, aplicando todas las especificaciones descritas
para la proteccion de los binomios ambiental-salud, ambiental-residuos peligrosos,
asi como manejo y clasificacion de residuos peligrosos bioldgicos-infecciosos

(RPBI) de manera adecuada.

* Muestras

Figura 2. Almacenamiento de muestras, preparacion y proceso

7.8.2 Aislamiento y cuantificacion del DNA gendmico.

Se utilizaron tubos vacutainer para la recepcion de la muestra sanguinea, de la
cual se aislé el ADN de células mononucleares con el equipo AutogenFlex Star
(QlAamp DNA Blood Midi/ Kit, Qiagen, Alemania). Se realizaron diluciones del
ADN para tener una concentracién aproximada de 33.33 ng/uL en tubos eppendorf
de 0.6 mL.
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= Incubacion

Figura 3. Incubacion, alicuotas y cuantificacion

7.8.3 Evaluacion de integridad de ADN

La integridad del ADN se evalud por fraccionamiento electroforético en geles de
agarosa al 0.9% tefiidos con bromuro de etidio en camaras de BIORAD (CA,
USA), mientras que la pureza se evalué por medio de un espectrofotometro a
longitud de onda de 260/280nm, la concentracion se determindé con el equipo
(EpochBiotechWinooski, VT, US). Se considerd un rango de 1.8-2.0 en la relacién
de absorbancia A260/A280. Posteriormente, se realizaron alicuotas de diluciones
del DNA para tener una concentraciéon aproximada de 33.33 ng/uL en tubos
eppendorf de 0.5 mL y se congelaron a -70°C hasta su uso. De estas diluciones se
verifico la integridad del DNA por medio de fraccionamiento electroforético en
geles de agarosa antes mencionado y su purificacion. Todas las determinaciones
se realizaron de acuerdo a especificaciones del buen uso de laboratorios, ubicado
en la Unidad de Investigacion de Bioquimica.

7.8.4 Genotipificacion

Una vez comprobada la integridad del ADN, se llevd a cabo el analisis de los
SNPs utilizando PCR en tiempo real. El fundamento de PCR se describe a

continuacion.
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 Diluciéon/ Concentracion

Figura 4. Dilucion y concentracion, separacion, PCR

Fundamento de la Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR).

En los estudios de genética poblacional, son necesarios métodos que permitan
realizar la clasificacion de los alelos presentes en la muestra y asi mismo obtener
las frecuencias alélicas. Uno de estos métodos es la Reacciéon en Cadena de
Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés: Polymerase Chain Reaction), con la

cual se puede amplificar un sitio de interés en la secuencia de ADN.

Esta técnica se basa en una reaccidn enzimatica que amplifica una region
especifica de ADN durante varios ciclos repetidos utilizando a la enzima ADN
polimerasa, que es capaz de sintetizar ADN. Los elementos necesarios para
realizar esta reaccion son: el ADN molde, la enzima, oligonucleétidos o primers,
rs17730281, rs4805834, los desoxirribonuclelicos trifosfato (dNTPs: adenina,
guanina, citosina y uracilo), el ion de magnesio (Mg?*), soluciéon amortiguadora y
agua. El proceso comprende tres etapas: desnaturalizacidon, hibridacion y
extension. El proceso de la PCR se muestra esquematicamente en la Figura 4.
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Figura 5. Proceso general de la PCR. Se muestran las tres etapas: desnaturalizacion, hibridaciéon y extensiéon. En la
desnaturalizacion se separan las dos cadenas de ADN aumentando la temperatura a 95°C. En la hibridacién se lleva a cabo
la unién de los primers con el sitio a amplificar disminuyendo la temperatura (50-60°C). En la etapa de extensién, la ADN

polimerasa sintetiza nuevas cadenas de ADN complementarias afiadiendo dNTPs en direccion 5" a 3'.

La PCR inicia con un proceso de la desnaturalizacion, en donde las muestras de
ADN se someten a altas temperaturas (alrededor de 95°C) para que ambas
cadenas se separen. Posteriormente, se lleva a cabo la hibridacion entre los
primers y las cadenas de ADN en el sitio de interés; la temperatura en esta etapa
debe de estar en un rango de 50-60 °C para lograr una unién 6ptima. Por ultimo,
se lleva a cabo la extension, en donde la polimerasa comienza a replicar el ADN

en direccion 5" a 3’, afiadiendo dNTPs complementarios.

Por otra parte, un PCR en tiempo real se realiza de la misma forma, con la
diferencia de que esta utiliza compuestos fluorescentes en la reaccion; los cuales
son detectados en cada ciclo, obteniéndose una sefial la cual es proporcional a la
cantidad de productos de PCR (9,

Esta técnica es util para el analisis de la presencia de SNPs en la secuencia de
ADN; ya que, si se cuenta con los primers indicados, se puede amplificar la regién
donde se encuentra la variante y asi determinar si esta presente en la muestra o

no, llevando a cabo el proceso de genotipificacion.
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Ensayo de genotipificacion de las sondas TagMan® rs 17730281, rs4805834.

El ensayo de genotipificacion, se basa en una PCR en tiempo real en donde se
utilizan sondas TagMan®, las cuales son oligonucledtidos que contienen dos
fluoréforos: VIC® y FAM®. Estos estan unidos a un quencher que se encarga de
estabilizar la molécula para que no emita fluorescencia. Al momento en que la
ADN polimerasa esta realizando el proceso de extension, al pasar por el fluoréforo
rompe el enlace que lo une al quencher lo que provoca que se emita

fluorescencia. En la Figura 5 se muestra como ocurre esta reaccion.

a)
Foward Pimer
ilialen Sonda )(,c,a Sonda /_“p,e Reverse
% = Q & - primer
ADN molde
e
1
- s
Foward Pimer Sonda g%  Sonda  gigd V. vic
¢ Reverse
> v =9 © Lt :
b4 H primer
\ N r's & ram
& = > @ quencHer
Guce MINCR GROOVE
- BINDER
) 3 POLIMERASA
c Reverse primer ,vﬁ’“
Sonda _/ SONDA
Foward Pi v 5 S
oward Pimer (== PRIMER
6 P
> .
T ADN MOLDE
CADENA DE ADN
Union SINTETIZADA

Figura 6. Etapas de la PCR en tiempo real con sondas TagMan®. En a) se muestran los componentes del ensayo y el ADN
molde. En b) se muestra el proceso de desnaturalizacion y de hibridacion de la sonda. En c) se muestra como la ADN
polimerasa realiza el proceso de extension, y rompe la unién del fluoréforo con el quencher; produciendo fluorescencia
(Applied Biosystem, Foster City California).

Los dos fluoroforos emiten a diferentes longitudes de onda, las cuales
corresponden a cada alelo analizado. Por lo tanto, con esto se puede diferenciar si
la muestra presenta el alelo ancestral o la variante. La fluorescencia es captada y
en base a sus valores se realiza la discriminacion genotipica, clasificando a la
muestra como homocigoto para el alelo ancestral, heterocigoto u homocigoto para

el alelo variante (Applied Technologies, Foster City, California).
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Se utilizaron placas de 384 pozos en las cuales se anadié 1.5 pL de la muestra de
DNA con una concentracién de 33.33 ng/uL, 0.5 yL de sonda rs 17730281, rs
4805834 para ensayos TagMan (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)y 3 uL
de TagMan Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA); para obtener
una concentracion final de 20 ng/ pL, 1x y 1x respectivamente en cada pozo. La
placa se introdujo al equipo 7900HT (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) el
cual realizé PCR en tiempo real y la genotipificacion de la muestra. Se llevaron a
cabo 40 ciclos; los parametros establecidos de cada ciclo fueron los siguientes:
95°C durante 10 min para activacion de la enzima (solo al inicio del ensayo), 95°C
durante 15 s para la desnaturalizacién y 60°C durante 1 min para la hibridacién y
la extension. Los resultados obtenidos se procesaron en el programa SDS plate

utility.

8. ANALISIS ESTADISTICO

Las variables recabadas se integraron en una base de datos, para el analisis
descriptivo de la informacion mediante frecuencias simples y absolutas, asi como
medidas de tendencia central y dispersion. Para evaluar el grado de asociacion
entre las variables y las covariables, se utilizaron modelos univariados y bivariados
mediante la prueba X? o prueba exacta de Fisher para variables discretas; o bien
la prueba t de Student, para variables continuas. Se realizd6 un analisis
multivariado incluyendo a las variables confusoras (edad y sexo) mediante un
modelo de regresion logistica no condicional, para variables dependientes
discretas; y un modelo de regresion lineal para las variables dependientes
continuas. Para todas las pruebas se consideré un valor de p< 0.05 como
estadisticamente significativo. Para el analisis se utilizé el programa estadistico

Excel y Stata version 12.

8.1 Andlisis de riesgo genético

El andlisis de riesgo o proteccidn de las variantes genéticas se realizé por los
siguientes modelos. Debido a que las variantes genéticas pueden estar asociadas
a enfermedades se deben implementar estrategias para evaluar el efecto que
tienen en esta. Una manera de realizar esto es mediante el ajuste a cuatro

posibles modelos de herencia: dominante, recesivo, codominante y aditivo. En un
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estudio de casos y controles se comparan las frecuencias genotipicas de ambos
grupos buscando diferencia significativa (P < 0.05). La manera en que influye cada

modelo sobre la enfermedad es la siguiente:

¢ Modelo dominante: Una sola copia del alelo en cuestion es suficiente para
modificar el riesgo.

¢ Modelo recesivo: Hace falta la presencia de dos copias de la variante para
modificar el riesgo.

e Modelo codominante: Cada genotipo proporciona un riesgo de enfermedad
diferente.

e Modelo aditivo: Cada copia de la variante modifica el riesgo de manera

aditiva.

Posteriormente, si se encuentra asociacion entre la variante y la enfermedad en
cuestion en cualquiera de estos modelos, se estima el riesgo relativo para su

desarrollo, mediante una medida indicativa como la razéon de momios (39,

8.2 Razdén de momios (OR)

La razon de momios (OR por sus siglas en inglés: Odds Ratio) es utilizada en
estudios de casos y controles para estimar la presencia o ausencia de una
enfermedad en la que interviene algun factor, ya sea de riesgo o de proteccion.
Esta es una medida indicativa para obtener el riesgo relativo de padecer obesidad
debido a la presencia un SNP.

El OR se calcula de la siguiente manera:
_ajc — E

OR= L/, /a =2

en donde:

a = casos que presentan el factor

b = controles que presentan el factor

c = casos que no presentan el factor

d = controles que no presentan el factor.

Este indicador solo muestra si hay asociacion o no con la presencia de la

enfermedad. Si el valor de OR obtenido es 1, el factor es indiferente a la
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enfermedad; si es mayor a 1, podria estar implicito como factor de riesgo; si es

menor a 1, es considerado como factor de proteccion 1),

9. ASPECTOS ETICOS

La elaboracion de este protocolo ha tomado en consideracion los aspectos éticos
plasmados en la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud,
publicada en el Diario Oficial de la Federacién el 07 de febrero de 1984, asi como
los lineamientos de la Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial
sobre Principios Eticos para las Investigaciones Médicas en Seres Humano. Todos
los procedimientos estaran de acuerdo con lo estipulado en el Reglamento de la
ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud. Titulo segundo de
los aspectos éticos de las investigaciones en humanos, capitulo |, Articulo 17,

Seccion

9.1 Consentimiento informado
A todo paciente se le entrego y explico carta de consentimiento informado. Ningun
paciente que no firmara la hoja se incluyé en el estudio. Se anexa hoja de

consentimiento informado.

9.2 Riesgos de la investigacion.

El estudio es de riesgo minimo y se pidid6 a los participantes su autorizacion
firmando una Carta de Consentimiento Informado (CCI). En la CCI se informé el
objetivo del estudio y de su trascendencia. La carta explica el objetivo, los
procedimientos, los potenciales beneficios, las molestias y los posibles riesgos;
asimismo, menciond el nombre de los responsables del estudio y aclararé la
autonomia y libertad que tienen para participar. Como parte de las
consideraciones éticas se informé que se extraerian 6 ml de sangre (una
cucharada sopera) y que esta cantidad no pone en riesgo la salud de los
participantes produciendo molestias minimas. Asimismo, se informd que en la
sangre se estudiaria si existen modificaciones en el DNA que correlacionen con

IRC en pacientes con DM2.
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9.3 Confidencialidad

Asi mismo, se realizd la aclaracion que la informacion que nos proporcione seria
utilizada para identificarlo(a) (como su nombre, teléfono y direccidon) y esta
informacion seria guardada de manera confidencial y por separado al igual que
sus respuestas a los cuestionarios, los resultados de sus pruebas clinicas, para
garantizar su privacidad. Solamente el equipo de investigadores, de la UIM en
Bioquimica de la UMAE Hospital de Especialidades Bernardo Sepulveda, tuvo
acceso a la informacién proporcionada durante su participacion en este estudio.
Solo se proporcionara la informacion si fuera necesario para proteger sus
derechos o0 su bienestar (por ejemplo si llegara a sufrir algun dafo fisico o si
llegara a necesitar cuidados de emergencia), o si lo requiere la ley. Cuando los
resultados de este estudio sean publicados o presentados en conferencias, no se
dara informacién que pudiera revelar la identidad del paciente. (Articulo 21
Fraccion VIl de la Ley General de Salud).

- Condiciones en las que se solicitara consentimiento informado.

La carta de consentimiento informado se solicitdé previo a la inclusion del
participante al estudio. El participante tiene la libertad de retirar su consentimiento
en cualquier momento de la investigacion (Articulo 21, Fracciones I-VII de la Ley
General de Salud).

10. RECURSOS, FINANCIAMIENTO Y FACTIBILIDAD

El servicio de Nefrologia del Hospital de Especialidades de Centro Médico
Nacional Siglo XXI IMSS, a cargo del Dr. Pedro Trinidad Ramos Jefe del Servicio
de Nefrologia y la Dra. Dominga Jiménez Guzman Médico adscrito al servicio de
Nefrologia, ademas contamos con la participacion del personal médico y las
facilidades de las autoridades correspondientes en consulta externa y en la unidad
de Hemodidlisis, para llevar a cabo el estudio. Actualmente, la Unidad de
Investigacion Médica en Bioquimica cuenta con la infraestructura, recursos
humanos y econdmicos necesarios para llevar a buen término el proyecto. Gran
parte del equipo humano esta integrado por personal con experiencia minima de 8

anos en el area de diabetes.
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11. RELEVANCIA DEL ESTUDIO

La poblacion mexicana tiene un riesgo relativamente alto a DM2. El presente
estudio multidisciplinario tiene como finalidad el tener la posibilidad de obtener
posibles marcadores de riesgo o proteccién de la ERC en pacientes con DM2,
obteniendo conocimientos innovadores en la fisiopatologia de la enfermedad y de
las variantes de genes involucrados en la enfermedad asi como una posible
utilidad clinica en la prevencion, diagnostico, y tratamiento oportuno de la

enfermedad.
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12. RESULTADOS

Se analizaron un total de 355 pacientes, siendo 177 considerados como controles
y 178 casos. La tabla numero 1 describe la comparacion de parametros
antropomeétricos y bioquimicos. Se observa a que pesar de que la media en la
edad es mayor en el grupo de los casos no existen diferencias estadisticamente
significativas, por lo que la edad no influyo en los analisis posteriores. Al comparar
ambos grupos se observan diferencias estadisticamente significativas en género
siendo mayor numero de hombres en los casos y mayor numero de mujeres en los
controles. El tiempo de evolucién de DM2 se observd mayor en los casos con una
media de 19.35 afios. El IMC fue mayor en los controles y el indice de
comorbilidad de Charlson mayor en los casos, mostrando diferencias
estadisticamente significativas. La hipertension arterial sistémica es mayor en el
grupo control. Existen diferencias estadisticamente significativas en los
antecedentes patologicos de retinopatia, dislipidemia e hiperuricemia siendo

mayor su presencia en el grupo de los casos.

Tabla 1. Caracteristicas de la poblacion de estudio

177 178
53.83 £7.95 59.96 +9.13 0.06
64 (41.03%) 92 (58.97%) 0.004
112 (56.57%) 86 (43.43%) 0.004
8.06 +6.21 19.35 +8.47 0.0001
30.27 +4.93 26.26 +4.39 0.0001
2.28 +0.56 7.96 $0.70 0.0001
NA 123 NA
NA 26 NA
82 (56.16%) 64 (43.84%) 0.038
26 (16.46%) 132 (83.54%) 0.0001
62 (43.66%) 80 (56.34%) 0.062
0 10 (100%) 0.001

Para las variables categdricas se reporta la frecuencia (porcentaje), se utilizo el estadistico chi2.

Para las variables continuas se reporta media (sd), se utilizé el estadistico t student 6 U de Mann
Withney.

Se considerd un valor de p significativo cuando p< 0.05.

28



ANALISIS DEL PCR EN TIEMPO REAL

Al realizar el analisis del PCR en tiempo real el plot de amplificacion y de
discriminacion alélica fueron adecuadas para las variantes rs17730281 del gen
WDR72 y del rs4805834 del gen SLC7A9.

Analisis de la variante rs17730281 del gen WDR72

Al realizar el analisis de las frecuencias alélicas del polimorfismo del rs17730281
del gen WDR72 observamos que se encuentran en equilibrio de Hardy Weimberg
(p=0.87), las frecuencias de ambos alelos son muy similares en ambos grupos.
(Tabla 2)

Tabla 2. Frecuencias alélicas en la poblaciéon de estudio del rs17730281
del gen WDR72

200 (56) 186 (52)
154 (43) 170 (47)
354 356

Se reporta la frecuencia y los (porcentajes), el estadistico se realizé con la prueba
chi2,

La Tabla 3 muestra la frecuencia de los genotipos observando que existe mayor
frecuencia de los heterocigotos, seguido por genotipo ancestral y mostrando una

menor frecuencia con el homocigoto a la variante.

Tabla 3. Frecuencia de los genotipos en la poblacion de
estudio rs17730281 del gen WDR72

56 (54.36) 47 (45.6) 103
88 (48.8) 92 (51.1) 180
33 (45.8) 39 (54.1) 72

177 178 355

Se reporta la frecuencia y los (porcentajes), el estadistico se realiz6 con la prueba chi2

Al realizar el analisis de los modelos de herencia mendeliana observamos que en
el modelo dominante a pesar de tener intervalos de confianza cercanos y un OR

de riesgo no hay diferencias estadisticamente significativas, mismo fendmeno
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ocurre al analizar los modelos Recesivo y codominante, por lo tanto la presencia

del rs17730281 del gen WDR72 no esta asociado a la presencia de ERC en
pacientes con DM2 con o sin ERCT (Tabla 4).

Tabla 4. Modelos de herencia y estadisticos para la evaluacién rs17730281 del

gen WDR72
0.613 - 2.03
GG+GA 139 144 1
AA 39 33 1.23 0.643 - 2.35 NS
GG 47 56 1
GA 92 88 0.58 0.231-1.497 NS
AA 39 33 1

El analisis fue ajustado por edad y sexo. Se realiz6 un analisis multivariado de la
presencia de la variante rs17730281 del gen WDR72 ajustando por factores de
riesgo identificados para el desarrollo de ERC como lo son HTA, dislipidemia,
tiempo de evolucion de DMZ2, presencia de proteinuria e hiperuricemia sin
encontrar diferencias estadisticamente significativas. Por otra parte el analisis de
asociacion de la presencia de la variante rs17730281 del gen WDR72 con el

indice de Charlson tampoco mostro asociacion.

Andlisis de la variante rs4805834 del gen SLC7A9

Al realizar el analisis de las frecuencias alélicas del polimorfismo del rs4805834
del gen SLC7A9 observamos que se encuentran en equilibrio de Hardy Weimberg
(p=0.59), las frecuencias de ambos alelos son muy similares en ambos grupos.
(Tabla 5)

Tabla 5. Frecuencias alélicas en la poblaciéon de estudio para la variante
rs4805834 del gen SLC7A9

Se reporta la frecuencia y los (porcentajes), el estadistico se realizé con la prueba
chi2,
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La Tabla 6 muestra la frecuencia de los genotipos del rs4805834 del gen SLC7A9
observando que existe mayor frecuencia de los pacientes con genotipo ancestral
(C/C), seguido por los pacientes con genotipo heterocigoto (C/T) y mostrando una

menor frecuencia con el homocigoto a la variante (T/T).

Tabla 6. Frecuencia de los genotipos en la poblacién de estudio de la
variante rs4805834 del gen SLC7A9

157 (49.52) | 160 (50.47)
19 (51.35) | 18 (48.65) | 37
1 (100) 0(0) 1
177 178 355

Se reporta la frecuencia y los (porcentajes), el estadistico se realizé con la prueba chi2

Al realizar el analisis de los modelos de herencia mendeliana observamos que en
el modelo Dominante a pesar de tener intervalos de confianza cercanos (0.392 -
2.074) y un OR de proteccién (0.902) no muestra diferencias estadisticamente
significativas, mismo fendmeno ocurre al analizar los modelos Recesivo y
codominante, por lo tanto la presencia del rs4805834 del gen SLC7A9 no esta

asociado a la presencia de ERC en pacientes con DM2 con o sin ERCT (Tabla 7).

Tabla 7. Modelos de herencia y estadisticos para la evaluacién de la
variante rs 4805834 del gen SLC7A9

0.392 - 2.074
CC+CT 197 180 1
T 0 1 1
cC 179 161 1
CT+TT 18 19 0.777 0.406 - 1.484 NS
1T 0 1

El analisis fue ajustado por edad y sexo. Se realiz6 un analisis multivariado de la
presencia de la variante del rs4805834 del gen SLC7A9 ajustando por factores de

riesgo identificados para el desarrollo de ERC como lo son HTA, dislipidemia,
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tiempo de evolucion de DM2, presencia de proteinuria e hiperuricemia sin
encontrar diferencias estadisticamente significativas. Por otra parte el analisis de
asociacion de la presencia de la variante del rs4805834 del gen SLC7A9 con el

indice de Charlson tampoco mostro asociacion.

ANALISIS DE LA VARIANTES rs10206899 DEL GEN NAT8 Y rs16853722 DEL
GEN MECOM.

La presencia de los genotipos de riesgo o proteccion de las variantes polimorficas
rs10206899 (Chr2p12-p13) del gen NAT8 y rs16853722 del gen MECOM no
fueron concluidas debido a una falta de hibridacién de las sondas tagman, esto
pudo haber sido debido a un defecto de la sonda, fue reportado este problema a la
empresa Applied sin embargo el envié de las mismas tardara aproximadamente 6
meses, por tal motivo solo se reportan los resultados de las variantes rs17730281
del gen WDR72 y del rs4805834 del gen SLC7A9. Se realizara el reporte
pertinente en el “ESTUDIO DE POLIMORFISMOS ASOCIADOS A
INSUFICIENCIA RENAL CRONICA EN PACIENTES MEXICANOS CON
DIABETES MELLITUS TIPO 27, al contar con las sondas apropiadas.
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13. DISCUSION

En el analisis de las variables estudiadas se encontr6 que el IMC fue mayor en los
controles esto fue debido a que existe un sindrome de desgaste en los casos, por
lo tanto el IMC es menor en estadios avanzados de ERC. Las frecuencias
alélicas de la variante rs17730281 del gen WDR72 y rs4805834 del gen SLC7A9
se encuentran en equilibrio de Hardy Weimberg, por lo tanto la muestra y
selecciéon de nuestros grupos fue adecuada, la muestra fue significativa de
acuerdo a su seleccion, las  frecuencias  alélicas  rs17730281
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=17730281) y del
rs4805834 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=4805834)

son similares a las reportadas en las librerias de genes.

En México existe poca evidencia en la asociacion de distintas variables tanto
clinicas como bioquimicas asociadas a SNP del gen SLC7A9 y WDR72, siendo
reportadas en otras poblaciones, principalmente europeas y amerindias. (32:33)

Un estudio de cohorte en el cual se analizaron nifios y adultos procedentes de 268
familias en el afo 2015, reporto que un total de 14 variantes monogenicas serian
las causantes de un 15% de nefrolitiasis y nefrocalcinosis, entidades
predisponentes a la ERC, siendo las mas asociadas las pertenecientes al gen
SLC7A9. (4 Por otra parte estudios de GWAs asociados a metabolitos alterados
en la ERC reportan que distintas variantes del gen SLC7A9 pueden conducir al
dafo renal severo, siendo reportado que el gen SLC7A9 es el segundo de mayor
importancia con alteraciones en las concentraciones de metabolitos asociadas con
la severidad de dafo renal, se reporté una asociacion de la disminuciéon de las
concentraciones séricas de lisina y valina con tasa de filtrado glomerular. Este
hallazgo es importante ya que se ha reportado que distintas proteinas pueden
sufrir glicacion secundario a los productos de glucosilacién avanzada (AGEs), se
ha reportado que uno de los residuos que sufren mayores alteraciones en los
pacientes con DM2 secundaria a AGE es la lisina ©®%, |las alteraciones en este

aminoacido también han sido asociadas en alteraciones cardiovasculares (36).
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Si bien la ERC se entiende como una enfermedad de origen multifactorial es
importante identificar cual seria el factor mas importante desencadenante.

Se ha reportado en diferentes poblaciones que al menos 95 variantes del gen
SLC7A9 han sido implicadas en el desarrollo de cistinuria, la cistina al no ser
reabsorbida ocasiona la cristalizacidon con la formacion de calculos, esto implicado
en el desarrollo de ERC. ©7) Con fines prondsticos de la severidad del paciente
seria importante medir en un futuro en los portadores de la variante rs4805834 del
gen SLC7A9 la hiperexcresion de arginina, lisina y ornitina, metabolitos también
reportados en complicaciones de renales en pacientes con DM2 y la presencia de
la variante, ademas existe evidencia que estas variantes polimorficas interactuan
con la presencia de calculos renales incluso en personas jovenes, conllevando a
un deterioro progresivo de la tasa de filtrado glomerular. 8

La mayoria de las variantes polimérficas del gen SLC7A9 se han reportado en
regiones exonicas, sin embargo, la variante rs4805834 se encuentra en region
intronica, por lo tanto podria estar asociada en el mecanismo de accién de otra
variante cercana al gen. Una de la variante del gen SLC7A9 el rs12460876
presenta un mayor factor de riesgo y severidad al desarrollo de ERC cuando esta
cercana a la variante rs8101881. 39

Hasta la fecha distintas variantes de este gen SLC7A9 se han postulado como un
marcador de riesgo al desarrollo de ERC independientemente de la presencia de
diabetes, sin embargo aun falta realizar estudios de replicaciéon en distintas
poblaciones para validar estos hallazgos. 0

Es importante para un futuro implementar estudios de cohorte en el grupo de los
controles para tener un mejor entendimiento del comportamiento de las variables

asociadas a la ERC en sujetos con DM2 a lo largo de 2 afilos como minimo.

En el presente estudio la variante rs17730281 del gen WDR72 no fue asociado a
ERC en la poblacion estudiada, es importante mencionar que esta variante ha sido
poco estudiada en la poblacién mexicana, y hasta la fecha no habia sido analizada
con ERC en poblacidon mexicana. Las frecuencias alélicas de la presencia de la
variable de riesgo ha sido reportada como baja, en el presente estudio se mostrd
un adecuado equilibrio de Hardy Weimberg y una frecuencia alélica similar a la

reportada en las librerias genéticas.
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Por otra parte, el gen WDR72 ha sido asociado fuertemente a la amelogenesis
imperfecta es una enfermedad genética que se presenta con formacién anormal
del esmalte o capa externa de los dientes.*") Sin embargo recientes estudios de
GWAS se ha reportado que la proteina alterada de la variante rs17730281 del gen
WDR72 se ha asociado con rasgos de alteracion a nivel renal del BUN. EI gen
WDR72 se ha asociado con funciones pleiotropicas en parametros asociados al
funcionamiento renal como lo son BUN, creatinina sérica y TFG, en un estudio de
GWAS de 51,327 sujetos asiaticos. #243)

El consorcio europeo CDKgen en el afio 2010 por medio de un metanalisis de
GWAS en 67,073 individuos con previos analisis de ancestralidad europea, reporto
que el gen WDR72 afecta la secrecion y produccion de creatinina. %) Esta
variante parece estar asociada a la hiperglucemia cronica confiere un mayor
riesgo de complicaciones asociadas con la diabetes a largo plazo como la
nefropatia diabética. Medida como glucosa en ayuno y hemoglobina glucosilada
(HbA1c) medidas son un marcador ampliamente utilizado para el control
glucémico en la diabetes tratamiento y seguimiento. Un estudio de asociacion del
genoma reciente reveld cuatro loci genéticos, que se asocia con los niveles de
HbA1c en adultos con diabetes tipo 1, entre ellos el polimorfismo de un solo
nucledtido del gen WDR72. Mostrandose como una variante de riesgo asociada a
reduccion de los niveles de HbA1c. Por lo tanto, se necesitan mas estudios en
otras poblaciones para dilucidar si estas nuevas variantes de secuencia, pueden
afectar el control glucémico en la diabetes tipo 2. (4%

Esta asociacion o no de la variante con distintos efectos pleitropicos asociadas a
la ERC puede ser debida a la ancestralidad, esto es al tipo de etnicidad de cada
individuo, ademas se ha reportado que el gen WDR72 presenta distintos sitios de
splicing alternativo lo que modifica su transcripcién, por lo tanto es importante
replicar las variantes asociadas del gen con distintos fenotipos asociados a ERC.
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CONCLUSION

Las variantes genéticas rs17730281 del gen WDR72 y rs4805834 del gen SLC7A9
se encuentran en equilibrio de Hardy Weimberg en la poblacién analizada en el

presente estudio.

El analisis por modelos de herencia mendeliana, dominante, codominante y
recesivo no mostro asociacién de la presencia de las variantes rs17730281 del
gen WDR72 y rs4805834 del gen SLC7A9 con ERC.

En analisis de la presencia de las variantes rs17730281 del gen WDR72 y
rs4805834 del gen SLC7A9 ajustado por variables conocidas como factor de

riesgo a desarrollo de ERC no mostro asociacion.

A pesar de haber sido reportadas las variantes genéticas rs17730281 del gen
WDR72 y rs4805834 del gen SLC7A9 a ERC en otras poblaciones, incluso con
efectos pleitrépicos en la poblacién mexicana no fue asociada, esto puede ser

debido a la ancestralidad del mexicano.
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ANEXO I.

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
HOSPITAL DE ESPECIALIDADES “DR. BERNARDO SEPULVEDA”
CENTRO MEDICO NACIONAL SIGLO XXI

CUESTIONARIO HOJA DE REGISTRO DE DATOS

FECHA FOLIO:
I. FICHA DE IDENTIFICACION
1. Nombre 2.NSS
2. ANTECEDENTES HEREDOFAMILIARES DE DIABETES MELLITUS: SI NO

3. ANTECEDENTES HEREDOFAMILIARES DE INSUFICIENCIA RENAL CRONICA
SECUNDARIO A DIABETES MELLITUS 2: SI__NO____

4: DIAGNOSTICO DE DIABETES MELLITUS DE ACUERDO A GUIAS ADA SIN NEFROPATIA
DIABETICA: SI____ NO

Glucosa en ayuno: mg/dl  Hb Glucosilada: %

5. DIAGNOSTICO DE IRC EN TERAPIA DE SUSTITUCION RENAL (HD O DP) SECUNDARIA A
NEFROPATIA DIABETICA: SI__NO__

6. TIEMPO EN ANOS DE DIAGNOSTICO DE DIABETES MELLITUS TIPO 2:

Complicaciones de Diabetes: Retinopatia: S| NO__ Neuropatia: S| NO__ Gastropatia: SI____
NO__ Cardiopatia: Si__ NO___

7. DIAGNOSTICO DE HIPERTENSION ARTERIAL TA MAYOR A 140-90MMhG O EN
TRATAMIENTO: SI__ NO___ TA

8. TRATAMIENTO CON IECA O ARA: SI___ NO Farmaco y
dosis:
9. TIEMPO DE DIAGNOSTICO DE HIPERTENSION ARTERIAL SISTEMICA: ANOS
10. TRATAMIENTO CON DIETAY EJERCICIO: SI NO
11. Hipertrigliceridemia TG > 150MG/DL.: SI NO
12- Hipercolesterolemia CT mayor a 200mg/dl: Sl NO
13. IMC: Peso Talla Cintura Cadera indice
ciC____
5: ERC
a) Edad de diagnostico de ERC: EC:___ KDOAQI Etiologia:

b) Debutacioén Clinica:
c) c) Tiempo de Evolucion de DM a su diagnostico:
d) Tiempo de Evolucién hasta el momento de ERC:
e) Tratamiento actual:

VALORACIONES:
1. Oftalmologia (Fondo de Ojo).

Indice de comorbilidad de Charlson (CCl)
- Edad:
- Antecedente de:

o Infarto agudo al miocardio
Insuficiencia cardiaca congestiva
Enfermedad vascular periférica
Enfermedad cerebrovascular
Demencia
Enfermedad pulmonar crénica
Patologia del tejido conectivo
Enfermedad ulcerosa

OO0OO0OO0OO0OO0OO0

42



OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO

(o}

Puntuacion

Patologia hepatica ligera

Patologia hepatica moderada o grave
Diabetes

Diabetes con lesién organica
Hemiplejia

Patologia renal (moderada o grave)
Neoplasias

Leucemias

Linfomas malignos

Metastasis solida

SIDA

Realizé:
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ANEXO II.

[
| HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO )
ACUERDO PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION

NOMBRE DE LA INSTITUCION: Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS)

NOMBRE DEL ESTUDIO: ASOCIACION DE POLIMORFISMOS DE UN SOLO N!JCLEOTIDO EN
PACIENTES CON DIABETES MELLITUS TIPO 2 Y ENFERMEDAD RENAL CRONICA TERMINAL

NOMBRE DE LA PERSONA A CARGO DEL ESTUDIO DE INVESTIGACION (MEDICO DEL ESTUDIO O
INVESTIGADOR PRINCIPAL: Dra. Dominga Jiménez Guzman

DIRECCION DEL CENTRO DEL ESTUDIO: Hospital de Especialidades Dr. Bernardo Sepulveda. Centro
Médico Nacional SIGLO XXI

NUMEROS TELEFONICOS 56276900 ext 21755

NOMBRE DEL PACIENTE:
México, D.F. a

Usted esta siendo invitado a participar en el estudio de investigacion denominado “Asociacion del
Polimorfismo de un solo nucleotido con Insuficiencia Renal Crénica en pacientes con Diabetes Mellitus tipo 2”
el cual tiene como objetivo determinar la prevalencia de los polimorfismos ya comentados y evaluar si
existe asociacion con IRC secundario a Nefropatia Diabética en pacientes de nuestro medio y en dado caso
puedan ser utilizados como marcadores de riesgo al comparar grupos de pacientes con DT2.

PARTICIPACION O RETIRO

Su participacion en este estudio es completamente voluntaria. Si usted decide no participar, de cualquier
manera recibira la atencion médica que suele recibir en el IMSS, y se le ofreceran los procedimientos
establecidos dentro de los servicios de atencién médica del IMSS.

Si en un principio desea participar y posteriormente cambia de opinién, usted puede abandonar el estudio en
cualquier momento. El abandonar el estudio en momento que quiera no modificara de ninguna manera los

beneficios que usted tiene como derechohabiente del IMSS.

Usted puede hacer las preguntas que desee al inicio o a lo largo del estudio a las personas encargadas del
estudio.

Si usted acepta participar en este estudio obtendremos una Unica muestra de sangre tomada necesariamente
para su control un volumen que no rebasa los 10 mililitros de sangre (equivalente a dos cucharadas cafetera).
Como ocasionalmente sucede en las tomas de muestras de sangre puede presentar dolor en sitio de puncion,
requerir mas de una puncién por toma, formacion de moretén, inflamacion o infeccién en el sitio de puncion.
Sin embargo le reiteramos que la toma de muestras seré solo una determinacion.
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¢QUIEN UTILIZARA Y COMPARTIRA INFORMACION SOBRE MI PARTICIPACION EN ESTE ESTUDIO?

Su nombre no seréa divulgado fuera del hospital en donde usted esta siendo tratado (a). La informacion que
proporcione se almacenara en diferentes sitios bajo un numero de cédigo, sin que aparezca su nombre u otra
informacién que le identifique. Sin embargo, nosotros podremos identificarle si fuera necesario por motivos de
investigacion. Conforme a los lineamientos de las buenas practicas clinicas, el investigador del estudio

mantendra su informacién personal por al menos 5 afios.

Existen leyes nacionales e internacionales que obligan al médico del estudio a proteger la privacidad de sus
registros médicos. Los investigadores, haran todos los pasos razonables para asegurar la confidencialidad y
proteccion estricta de su informacién personal.

Usted tiene el derecho de ver sus registros. No obstante, si firma esta forma, quizas no pueda ver o copiar

algunos de sus registros hasta después de que todos los participantes hayan sido incluidos en el estudio.

PAGO POR SU PARTICIPACION EN EL ESTUDIO
. Usted NO recibira pago alguno por participar en este estudio.

Si firma esta forma:

a) Usted da permiso al médico y el personal del estudio de elaborar sus registros médicos, realizar

algunas preguntas y toma de muestras de sangre venosa.

b) Usted da permiso al médico de compartir sus registros con otros investigadores involucrados en
este estudio. Estas personas utilizaran sus registros para revisar el estudio, para verificar la seguridad y los

resultados del estudio.

c) Usted da permiso al médico y al personal del estudio de utilizar algunos hechos derivados de su
participacion en este estudio en libros, revistas, diarios y reuniones cientificas. Si esto pasara nadie utilizara

su nombre u otra informacion que pudiera emplearse para identificarle.

d) Usted da permiso, al médico del estudio de compartir todos sus registros y esta forma de
consentimiento informado con la secretaria de salud (SSA), autoridades del IMSS y otras agencias de
gobierno o regulatorias en los Estados Unidos Mexicanos y otros paises. El médico del estudio puede
también compartir sus registros médicos con el comité de revisiéon de investigacién, con el grupo de revisién o
con el comité de ética local de este hospital o clinica. Estas agencias pueden emplear sus registros para
verificar la informacién del estudio, como estan haciendo el estudio los investigadores, la seguridad de los

participantes y los resultados del estudio.

Si Usted tiene dudas o preguntas sobre sus derechos al participar en un estudio de investigacion, puede
comunicarse con los responsables del Comité de Etica de Investigacion de la CNIC del IMSS Av.
Cuauhtémoc 330, 4° piso, bloque “B” de la Unidad de Congresos, Colonia Doctores, C.P. 06720,
México D.F. comision.etica@imss.gob.mx y/ o con los investigadores asociados Dra. Dominga Jiménez
Guzman y Dr. Emmer Garcia Maldonado al teléfono 56 27 69 00 extensiones 21753 y 21755.
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Declaracion de Consentimiento

Se me ha explicado con claridad en qué consiste este estudio, ademas he leido (o alguien me ha leido) el
contenido de este formato de consentimiento. Se me han dado la oportunidad de hacer preguntas y todas mis
preguntas han sido contestadas a mi satisfaccion. Se me ha dado una copia de este formato.

Al firmar este formato estoy de acuerdo en participar en la investigacion que aqui se describe.

Nombre del Participante

Firma del Participante Fecha

Firma del encargado de obtener el consentimiento informado

Le he explicado el estudio de investigacion al participante y he contestado todas sus preguntas. Considero
que comprendié la informacion descrita en este documento y libremente da su consentimiento a participar en
este estudio de investigacion.

Firma del encargado de obtener el Cl Fecha

Firma del testigo
Mi firma como testigo certifica que el/la participante firmé este formato de consentimiento informado en mi
presencia, de manera voluntaria.

Nombre del Testigo Parentesco con participante

Firma del Testigo Fecha
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