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ABREVIATURAS

DMT2: Diabetes Mellitus tipo 2

TDDMT: Tiempo de Diagnostico de Diabetes Mellitus tipo 2
ERC: Enfermedad renal crénica.

IRC: Insuficiencia Renal crénica.

ND: Nefropatia Diabética.

HAS: Hipertension arterial sistémica

TFG: Tasa de Filtrado Glomerular

KDOQI: Kidney Disease Outcomes Quality Initiative
KDIGO) Grupo de Kidney Disease: Improving Global Outcomes
NICE: National Institute of Health and Clinical Excellence
ECA: Enzima convertidora de angiotensina

ICC: indice de comorbilidad de Charlson

PCR: Reaccion de cadena de polimerasa.



RESUMEN

ASOCIACION DEL POLIMORFISMO A1166C DEL GEN AT1R Y EL POLIMORFISMO DEL
GEN I/D DE LA ENZIMA CONVERTIDORA DE LA ANGIOTENSINA CON INSUFICIENCIA
RENAL CRONICA EN PACIENTES CON DIABETES MELLITUS TIPO 2 EN POBLACION
MEXICANA

En México la prevalencia de nefropatia diabética (ND) oscila entre un 20-40% en pacientes con diabetes
tipo 2 (DT2), por lo cual es considerada una de las complicaciones microvasculares cronicas mas
comunes que conllevan a la enfermedad renal cronica (ERC). Se han identificado distintos factores que
conllevan a la ERC, y se han sugerido que los factores genéticos pueden modular el riesgo del desarrollo
las complicaciones renales secundarias a DT2. Multiples estudios demuestran la asociacion entre el
polimorfismo I/D del gen ECA y el polimorfismo A/C del AT1R en la progresion de la enfermedad renal. Las
discrepancias en los resultados pueden atribuirse a problemas en el disefio de los estudios, el tamarfo de
la muestra y el tipo de poblacion estudiada.

El objetivo del presente estudio es determinar si las variantes polimérficas 1/D en el gen de la ECA,
A1166C del gen AT1R, estan asociadas con ERC terminal en pacientes con ND comparado con paciente
con DT2 sin nefropatia diabética o ERC.

METODO: Se realizé un estudio de 191 casos (pacientes con DMT2 y con IRC y 196 controles (pacientes
con DMT2 sin ND. A todos los pacientes se le realizd extraccion del DNA gendmico a partir de las células
mononucleares de sangre periférica por el método basado en la separacion por columnas. Al DNA se le
evalud su integridad por electroforesis y su cuantificacién con espectrofotometro a longitud de onda de
260/280 nm, posteriormente la genotipificacion los SNPs candidato por medio de PCR en tiempo real, por
medio de la utilizacién de la plataforma Applied Biosystems 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied
Biosystems- Life Technologies, Foster City, CA, USA), con sondas de hibridacion al DNA TagMan® de la
tecnologia de Applied Biosystems. Se integré en una base de datos, se realizara el andlisis descriptivo de
la informacién mediante frecuencias simples y absolutas, asi como medidas de tendencia central y
dispersion. Para evaluar el grado de asociacién entre las variables y las covariables, se utilizaran modelos
univariados y bivariados utilizando la prueba X% o prueba exacta de Fisher para variables discretas; o bien
la prueba t de Student, para variables continuas. Se realizé un analisis multivariado 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 considerara un valor de p<
0.05 como estadisticamente significativo. Para el analisis se utilizara el programa estadistico Excel y
SPSS.

RESULTADOS: En el periodo comprendido entre Marzo y Julio de 2016, se analizaron un total de 386
pacientes con Diabetes Mellitus tipo 2, de los cuales 191 pacientes con IRC secundaria a ND con terapia
de sustitucién renal se incluyeron al grupo de los casos y 195 pacientes sin ND se incluyeron como grupo
control, Las caracteristicas demograficas y clinicas corresponden 169 hombres y 117 mujeres, con una
media de edad de 59.9 afios para los hombres y 53.9 para las mujeres, con antecedente familiar de DMT2
en el 74% de los pacientes con IRC. Con diferencia significativa en cuanto al tiempo de diagnéstico de
DMT2 mayor en el grupo con IRC con tiempo promedio 19.30 afios, y de 9.22 afios para el grupo de DMT2
sin ND. Se observé que ambos grupos fueron significativamente diferentes con respecto al antecedente de
sexo (mas porcentaje de hombres en el grupo de los casos), Retinopatia, HAS, tratamiento con IECA o
ARA, IMC, e indice de comorbilidad de Charlson, con (p <0.05). Se observé un porcentaje mayor (48.7%)
de pacientes con HAS en el grupo de los controles con respecto al grupo de los casos (38.2%), y a pesar
de ello fueron tratados con antihipertensivos tipo IECA o ARA en menor porcentaje (40.5%) a diferencia
del 67% en el grupo de los controles.

La prevalencia del polimorfismo A1166C del gen AT1R fue de 51.5% para el Genotipo AA, 37.97% para el
genotipo AC y 10.33% para el genotipo CC, y del gen I/D ECA fue de 33.51% para el genotipo Il, 55.50%
para el genotipo ID, y 10.99% para el genotipo DD, por tanto no se asociaron con Insuficiencia Renal
Cronica en pacientes con Diabetes Mellitus tipo 2.

Conclusion: El polimorfismo A/C del gen ATR1 y el polimorfismo I/D del gen ECA en pacientes con
Diabetes Mellitus tipo 2 de nuestro medio no se asocia progresion Enfermedad Renal Crénica, por lo tanto
no pueden ser utilizados como marcadores de riesgo al comparar grupos de pacientes con DT2.



Il. ANTECEDENTES

1.1 EPIDEMIOLOGIA DE LA DIABETES MELLITUS TIPO 2

En el afio 2011 se estimdé que mas de 340 millones de personas padecian Diabetes
Mellitus (DM) a nivel mundial’, esta cifra equivale a un 5% e incluso hasta un 10% de la
poblacion mundial si tomamos en cuenta las personas que en este momento
desconozcan su condicion clinica®. La Diabetes Mellitus tipo 2 (DMT2) es el tipo mas
comun dentro de la clasificacion de las DM segun la propuesta descrita por la Asociacion
Americana de Diabetes (ADA) en 1997. Se ha descrito que cerca del 90 al 95% de todos
los casos de DM son del tipo 2 segun la OMS, y se estima que en mundo existen casi
250 millones de personas con este tipo de diabetes, ademas que aproximadamente 300
millones estan en riesgo de presentarla.

Se ha considerado a la DMT2 como un problema de salud publica prioritario, ya que
cada vez afecta a mas personas en edad productiva y en edades mas tempranas de la
vida incluyendo a jovenes y nifios. La OMS describe que México se encuentra entre los
primeros 10 paises con mayor prevalencia de diabetes. Los datos de la Encuesta
Nacional de Salud y Nutricion del afio 2012 (ENSANUT 2012) describen que en México
incremento en un 4.7%, pasando de una tasa de morbilidad de 342.1 a 358.2 casos por
cada 100 mil habitantes entre los afios 1998-2012, ademas de haberse identificado 7.3
millones de personas con DMT2 diagnosticada, siendo adultos un 6.4 millones, este dato
es importante de destacar ya que en porcentajes de la poblacion adulta total un 9.2% ya
presenta la enfermedad y un 16% de estos (poco mas de un millén) reportan no contar
con proteccion en salud. Segun la ENSANUT 2012 un 42% (2.7 millones) son
derechohabientes del IMSS, 12% (800 mil) de otras instituciones de seguridad social, y

30% (1.9 millones) afiliados al Sistema de Proteccion Social de Salud®.



1.2 DMT2 Y COMORBILIDADES ASOCIADAS A SU FISIOPATOLOGIA

La DMT2 se considera una enfermedad multifactorial, donde los factores ambientales y
genéticos coexisten en su etiologia. El incremento en la incidencia de la DMT2 podria
ser por una parte el resultado de una transicion epidemioldgica junto con la adaptacion
de estilos de vida poco favorables en los ultimos 20 afios, tal como se ha reportado en
otros paises®. En México, ha sido evidenciado el incremento de la enfermedad; como se
ha documentado en los Centros de Salud (CS) del pais®. EI cambio en los estilos de vida
y las mejoras en los servicios de salud, han contribuido en las expectativas de vida en
México gracias a la mejora del desarrollo econdémico y social de la poblacion mexicana.
Sin embargo, muchas de las enfermedades crénicas degenerativas se pueden explicar
por los estilos de vida poco saludables, en los que figuran una alta ingesta de alimentos
hipercaldricos, el tabaquismo, el alcoholismo, el sedentarismo y riesgos laborales entre

otros®"?,

El incremento de las comorbilidades mas importantes asociadas a diabetes
son la resistencia a la insulina, el sobrepeso y la obesidad, mismas que pueden
desarrollar un estado de prediabetes o la aparicion del sindrome metabdlico. Estas
comorbilidades son importantes de destacar ya que en México 71.28% de los adultos

cursan con sobrepeso u obesidad el cual es traducido en un estado inflamatorio crénico

y sostenido, que sin duda seran el preambulo de las complicaciones clinicas®.

1.3 DMT2 Y COMPLICACIONES

La DMT2 puede ocasionar complicaciones de salud muy graves como las
complicaciones incapacitantes, Insuficiencia Renal Crénica (IRC) y enfermedad
cardiovascular que culminan con la muerte prematura. La ENSANUT 2012 reporta que

las complicaciones mas frecuentes relacionadas con la diabetes son la Retinopatia
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diabética 47.6% (3 millones), Neuropatia 38% (2.4 millones), dafos en la retina 13.9%
(889 mil), amputaciones 2% (128 mil), dialisis 1.4% (89 mil) e infartos 2.8% (182 mil). Del
total de los 89 mil individuos que reportaron dialisis, 21 mil son afiliados al SPSS, 43 mil
derechohabientes del IMSS, y 15.8 mil de otras instituciones de seguridad social. En
cuanto los costos derogadas por la enfermedad en el afio 2012, consideraron las
estimaciones hechas para México sobre el costo anual de la atencion de la diabetes, que
situa el costo de atencion por parte de los proveedores, en 707 ddlares por persona por
afio, por lo tanto en el 2012 se requirieron 3,872 millones de ddélares para el manejo de
la diabetes, lo que representa un incremento de 13% con relacion a la cifra estimada
para 2011'°. Para contextualizar esta cifra, el monto es superior a los 3 790 millones
asignados al Seguro Popular en 2010. Basta comentar que los datos disponibles del
Observatorio Mundial de la Salud (Global Health Observatory Data Repository) de la
OMS describen que en 2012 el gasto total en salud por habitante en México es de 1,062

y que el gasto total en salud como porcentaje del PIB fue del 6.2.

1.4 ENFERMEDAD RENAL CRONICA

La enfermedad renal crénica (ERC) es una patologia irreversible secundaria en un gran
porcentaje a complicaciones de enfermedades cronico degenerativas y es definida en
términos generales como el dafio renal de una duracion igual o mayor a tres meses,
caracterizado por anormalidades estructurales o funcionales con o sin descenso de la
tasa de filtracion glomerular (TFG) manifestado por anormalidades patolégicas o
marcadores de dafo renal incluyendo anormalidades en la composicion de la sangre u
orina, o anormalidades en pruebas de imagen; o bien TFG por cifras menores de

60ml/min/1.73m? por mas de tres meses con o sin dafio renal siendo clasificada en 5
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estadios'? 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)! considerando la subdivisién al estadio 3 en 3A (IFG de 45 a
59ml/min ) y 3B (IFG 30 a 44ml/min 1.73m? ) ademas de agregar el sufijo p en términos
de pronostico y por la presencia de proteinuria. La ERC actualmente es considerada un
problema de salud publica a nivel mundial.

Se estima una incidencia de 346 pacientes con ERC por millon 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
ERC a la DT2.

Es importante destacar que, en KEEP Ciudad de México, la prevalencia de ERC por
factor de riesgo era aun mayor que la prevalencia general entre los participantes
diabéticos e hipertensos; 38% de los participantes diabéticos y el 42% de los
participantes con diabetes e hipertensién tenian ERC. Por otra parte, soélo el 1% de los
participantes en KEEP Ciudad de México eran conscientes del diagndstico, a pesar del
hecho de que el 71% habia sido visto por un médico al menos una vez en el afio
anterior, estos datos indican fuertemente que ERC es infradiagnosticada y poco

reconocida entre los individuos de alto riesgo en México™
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1.5 NEFROPATIA DIABETICA

La DM, un importante problema de salud publica, es una enfermedad crénica con una
alta morbilidad y mortalidad de los pacientes'® 8. La nefropatia diabética (ND) es una de
las complicaciones microvasculares cronicas y graves mas comunes de la DM y una de
las causas mas importantes de ERC. Casi un 30% de los pacientes con DM tipo 1
(DMT1) o DMT2 la desarrollan'®?° ND, con una prevalencia del 20-40% en pacientes
con DMT2 conduce a Insuficiencia Renal Crénica (IRC)?".

Otros factores, como un mal control glucémico o de la presion arterial, también
desempefian un papel preponderante en el desarrollo de esta complicacién.?*?® 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 predisposiciéon genética®.
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La ND es un diagnostico clinico que histéricamente se ha basado en el hallazgo de
proteinuria en una persona con diabetes. El desarrollo de las pruebas mas sensibles
especificas para la albumina ha dado lugar a la deteccién de microalbuminuria o
"nefropatia incipiente". El limite inferior de la microalbuminuria se establece un tanto
arbitrariamente a una tasa de excrecion de albumina (AER) 30 mg /24 h o a un cociente

albumina/creatinina (ACR) de 30 mg / g (Tabla 1)%.

La mayoria de las sociedades profesionales en el estudio de la diabetes y la enfermedad
renal actualmente hacen hincapié por la deteccion de microalbuminuria en pacientes con
diabetes.?”?® La mayoria de las cohortes longitudinales reportan un aumento significativo
en la prevalencia de microalbuminuria solo después de 5 afos de duracion, aunque 1
estudio transversal describidé una prevalencia significativa de alrededor del 15% en
pacientes con 1 a 5 afios de diabetes®®, por el contrario, el UKPDS encontré una
concentracion urinaria de albumina mayor de 50 mg / | en el 6,5% de los nuevos
diagnodsticos de los pacientes, principalmente con DMT2%. En consecuencia, mientras
que el cribado puede esperar hasta 5 afos después de la aparicion de la DMTA1, la
incertidumbre para establecer el inicio de la DMT2 con certeza hace el cribado al

diagndstico obligatorio.

14



1.6 GENETICA DE LA ERC

El desarrollo de la nefropatia en individuos diabéticos depende tanto de factores
metabadlicos como de factores genéticos; entre los genes candidatos se encuentran los
de las proteinas del sistema renina-angiotensina, el cual puede estar implicado en el
desarrollo de las lesiones renales mediante el incremento de la presion glomerular.

El sistema renina-angiotensina (SRA) tiene un papel importante en la regulacion de la
presidn sanguinea, homeostasis hidrosalina, desarrollo y crecimiento celulares y
reparaciéon tisular’. La enzima convertidora de la angiotensina (ECA) es una
metaloproteasa de zinc que cataliza la conversion de angiotensina | en angiotensina Il y
promueve la degradacién de bradicinina®®. Se ha descrito un polimorfismo
insercion/delecion (I/D), basado en la presencia (I) o ausencia (D) de 287 pares de
bases en el intrébn 16 del gen de la ECA, que se relaciona con las concentraciones
séricas y la actividad no sélo sérica, sino también en el tejido renal, de la ECA. En los
individuos homocigotos con el genotipo DD los valores de ECA son aproximadamente
el doble que en los homocigotos con el genotipo I, mientras que los heterocigotos tienen
valores intermedios®. El alelo D se asocia con una mayor actividad de la ECA, y en un
reciente metaanalisis los resultados indican que el alelo D o homocigotos DD se asocia
con la susceptibilidad a IRC en pacientes con ND3*. En poblacién italiana no se
encontraron diferencias en las distribuciones de las frecuencias genotipicas polimorfismo
IID del ACE en relacion con las enfermedades cardiovasculares®®. En pacientes
coreanos con IRC secundaria a ND expresaron con mayor frecuencia el genotipo DD.%
En pacientes de la India el genotipo ECA DD implican un fuerte papel posible en el

estado hipertenso y en el dano renal®’.
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En América Latina, la poblacion mexicana tiene una diversidad de grupos étnicos de los
cuales 91% son mestizos, que tienen una mayor variacion biolégica procedentes de tres
grupos étnicos principales: indigenas (65%), espafioles (30%), y los africanos (5%)®. La
presencia del genotipo DD de la ECA se asocia con el desarrollo de nefropatia diabética
incipiente y nefropatia diabética establecida®, asi como un factor de riesgo para el
desarrollo de la enfermedad renal en las mujeres mestizas de México con DT2, lo que
indica un posible efecto sexo-genotipo DD asociado en la enfermedad renal®,
Alternativamente, en estudios en ratas, el tratamiento con estradiol disminuye actividad
de ACE y la expresion del ARNm del receptor tipo 1 de la angiotensina en diferentes
células y tejidos™’.

La angiotensina Il es un potente vasoconstrictor y mediador de la proliferacién celular,
sintesis y acumulacion de proteinas de matriz extracelular. El polimorfismo A1166C del
gen AT1R es debido a una sustitucion de citosina por adenina en la posicion 1166. Se
ha considerado un factor de riesgo para la hipertension y las enfermedades
cardiovasculares*?, El genotipo CC ATR1 se asocio con la susceptibilidad de desarrollar
nefropatia diabética en pacientes con Diabetes Mellitus en la poblacién en general como
en la poblacion asiatica, y el alelo C se asocié con la susceptibilidad de Nefropatia
diabética en Diabetes Mellitus en los asiaticos*.

En un estudio en poblacion caucasica se demuestran la asociacion entre el polimorfismo
A/C del ATR1 y progresion de la enfermedad renal. ElI genotipo CC/CA de este
polimorfismo podria servir como un predictor para IRC y podria ser util en la planificacién
de estrategias terapéuticas para los pacientes individuales**.

En los estudios genéticos, algunos resultados en poblacion espafiola han mostrado que

pacientes con DT2 portadores de los polimorfismos M235T de AGT, I/D de ACE y
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A1166C de ATR1 no influyen en la progresién de la nefropatia en dos afnos, evaluada
mediante el incremento en la concentracion sérica de creatinina®.

Las discrepancias en los resultados pueden atribuirse a problemas en el disefio de los
estudios, el tamafo de la muestra y el tipo de poblacion estudiada, por lo que el presente
trabajo tiene por objetivo estudiar la posible asociacion entre el polimorfismos del gen de
la ECA, y AT1R con el desarrollo y progresion de la nefropatia diabética a ERC con
requerimiento de terapia de sustitucion renal en una poblacién mexicana.

En términos generales, con objeto de poder dar respuesta a toda la controversia
planteada, es por ello que surge la necesidad de establecer estudios colaborativos
multicéntricos que puedan ser capaces de reunir un numero importante de pacientes y
clarificar los numerosos interrogantes planteados sobre la relacién de los polimorfismos
I/D del gen ECA, AGT ATR1 y la enfermedad renal.

Debido a la importancia de encontrar marcadores genéticos asociados a la ERC en
poblacién derechohabiente del IMSS, particularmente nos interesa generar conocimiento
relacionado con la fisiopatologia de la enfermedad y su posible utilidad clinica en la

prevencion, diagnodstico, y tratamiento oportuno.

1.7 indice de Comorbilidad de Charlson

En diferentes estudios de ha demostrado que una mayor comorbilidad en los adultos
mayores trae consigo un impacto negativo en la mortalidad, funcién 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.
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El indice de comorbilidad de Charlson (ICC) fue creado con el objetivo de desarrollar un
instrumento prondstico de comorbilidades que individualmente o en combinacién 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.*®*’

La prediccidon exacta de la supervivencia para pacientes con Enfermedad renal terminal
y multiples condiciones comérbidas es dificil. Se han realizado estudios que evaluan la
validez del indice de Charlson en pacientes con IRC en didlisis o hemodidlisis
encontrando en éste, una herramienta valida para evaluar la comorbilidad y predecir la
supervivencia en pacientes con enfermedad renal crénica terminal, asi como una

prediccidn de costos a nivel institucional en estos pacientes®’.

1.8 Fundamento de la Reaccién 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 Reaccion 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*®,

18



Esta técnica se basa en una reaccidon enzimatica que amplifica una regién 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 reaccién son: el
ADN molde, la enzima, oligonucleétidos o primers, los desoxirribonuclelicos trifosfato
(dNTPs: adenina, guanina, citosina y uracilo), el ion de magnesio (Mg*"), solucion
amortiguadora y agua. El proceso comprende tres etapas: desnaturalizacion, hibridacion

y extension®®. El proceso de la PCR se muestra esquematicamente en la Figura 4.

Figura 4. Proceso general de la PCR. Se muestran las tres etapas: desnaturalizacién,
hibridacion y extension. En la desnaturalizacion se separan las dos cadenas de ADN
aumentando la temperatura a 95°C. En la hibridacion se lleva a cabo la unién de los
primers con el sitio a amplificar disminuyendo la temperatura (50-60°C). En la etapa de
extension, la ADN polimerasa sintetiza nuevas cadenas de ADN complementarias
afiadiendo dNTPs en direccion 5’ a 3'.
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La PCR inicia con un proceso de la desnaturalizacidén, 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 éptima. 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 reaccién; los cuales son detectados en
cada ciclo, obteniéndose una sefal la cual es proporcional a la cantidad de productos de

PCR*.

1.8 Ensayo de genotipificaciéon con sondas TagMan®.

El ensayo de genotipificacidén, se basa en una PCR en tiempo real en donde se utilizan
sondas TagMan®, las cuales son oligonucleétidos 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.
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Figura 5. 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
hibridacién de la sonda. En ¢)
se muestra como la ADN
polimerasa realiza el proceso
de extension, y rompe la union
del fluoroforo 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 discriminacién genotipica, clasificando a la muestra como homocigoto para el

alelo ancestral, heterocigoto u homocigoto para el alelo variante®.



Il. JUSTIFICACION:

La DM, un importante problema de salud publica, es una enfermedad cronica con una
alta morbilidad y mortalidad de los pacientes. Se ha demostrado que la poblacion
mexicana tiene un riesgo relativamente alto a DT2 esto en relacion a cambios en el estilo
de vida en las ultimas décadas. La patogénesis de esta complicacién drastica no se
entiende claramente, pero los datos disponibles sugieren que multiples factores
contribuyen a esta complicacion, tales como alteraciones hemodinamicas, alteraciones
metabdlicas, diversos factores de crecimiento y factores genéticos. Diversos factores
contribuyen a la predisposicion de la enfermedad asi como a las complicaciones. La 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
DM desarrollan ND, con una prevalencia del 20-40% en pacientes con DT2 conduce a
IRC. Es importante destacar que en KEEP Ciudad de México, la prevalencia de ERC por
factor de riesgo era aun mayor que la prevalencia general, 38% de los participantes
diabéticos y el 42% de los participantes con diabetes e hipertension tenian ERC,
ademas tomar en cuenta que es infradiagnosticada entre los individuos de alto riesgo.
Para entender la nefropatia diabética, se necesita generar conocimiento que permita
identificar si la poblacion con ND posee marcadores genéticos asociados a la ERC
descritos en poblaciones caucasicas y asiaticas, con el fin de poder contar con pruebas
genéticas fidedignas y rapidas que identifiquen a la poblaciéon en riesgo de desarrollar
IRC desde etapas tempranas del diagndstico. Nuestro interés primordial es la busqueda
de marcadores asociado a la ERC con fines de diagndstico oportuno en derecho

habientes del IMSS.
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Este estudio es un brazo del “ESTUDIO DE POLIMORFISMOS ASOCIADOS A
INSUFICIENCIA RENAL CRONICA EN PACIENTES MEXICANOS CON DIABETES
MELLITUS TIPO 2”, el cual fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacion y de la
Comision Nacional de Investigacion Cientifica del IMSS con Numero de Registro: R-2016-785-

022.

lll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

La DM es una enfermedad cronica 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 DM desarrollan ND,
una prevalencia del 20-40% de pacientes con DT2 culminan en ERC terminal. Para
contribuir a la disminuciéon de casos de nefropatia diabética, se necesita generar
conocimiento que permita identificar si la poblacion con DM tipo 2 posee marcadores
genéticos asociados a la ERC descritos en otras poblaciones como el polimorfismo
A1166C del gen AT1R y el polimorfismo del gen I/D ECA, con el fin de contar con
pruebas genéticas fidedignas y rapidas que identifiquen a la poblacién en riesgo de

desarrollar IRC desde etapas tempranas del diagndostico de DM tipo 2.

. ¢, Cual es la prevalencia del polimorfismo A1166C del gen ATR1 y el polimorfismo I/D del
gen ECA en pacientes con IRC secundario a ND en pacientes de nuestro medio?
. ¢ Existe asociacion del polimorfismo A1166C del gen ATR1 y el polimorfismo I/D del gen

ECA en pacientes con IRC secundario a ND en pacientes de nuestro medio?

23



3. ¢Cual es el riesgo que implica la asociacion, si es que existe del polimorfismo A1166C
del gen ATR1 y el polimorfismo I/D del gen ECA en pacientes con IRC secundario a ND

en pacientes de nuestro medio?

IV. OBJETIVO GENERAL

Determinar la prevalencia del polimorfismo A1166C del gen AT1R y el polimorfismo del
gen I/D ECA en pacientes con IRC secundario a Nefropatia Diabética en pacientes de
nuestro medio.

Objetivos Particulares:

Evaluar si el polimorfismo A1166C del gen ATR1 y el polimorfismo I/D del gen ECA
estan asociados con IRC secundario a Nefropatia Diabética en pacientes de nuestro
medio.

Determinar el riesgo que implica la asociacién, si es que existe del polimorfismo A1166C
del gen AT1R y el polimorfismo I/D del gen ECA en pacientes con IRC secundario a ND
en pacientes de nuestro medio y puedan ser utilizados como marcadores de riesgo al
comparar grupos de pacientes con DT2.

HIPOTESIS DE TRABAJO

Los pacientes en didlisis presentan alta prevalencia en el polimorfismos A1166C del
AT1R, el cual esta asociado con Insuficiencia Renal Cronica secundaria a ND en
pacientes de nuestro medio. Los pacientes en dialisis presentan una alta prevalencia del
genotipo DD del gen de la ECA y el riesgo de IRC en pacientes diabéticos aumenta 4
veces mayor en los pacientes con el genotipo DD de la ECA. Estas variantes genéticas
pueden ser utilizadas como marcadores de riesgo al comparar grupos de pacientes con

DT2.
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V. MATERIAL Y METODOS

1. DISENO DEL ESTUDIO: Casos y Controles.

Relacion de Casos y Controles: 1:2.

2. UNIVERSO DE ESTUDIO: Sujetos mayores de 40 afos, 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 XXI

en la Ciudad de México.

3. VARIABLES:

Variable Independiente

Diabetes Mellitus tipo 2 sin
Nefropatia Diabética
Diabetes Mellitus con Insuficiencia

Renal Cronica

Variable Dependiente

Polimorfismo I/D del gen ECA

Polimorfismo A/C del gen AT1R

Otras Variables

Edad

Sexo

IMC

Historia familiar de DM tipo 2

Tiempo de Diagnostico de DM tipo 2
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HAS

Dislipidemia

Retinopatia diabética
Tratamiento con IECA o ARA

indice de Comorbilidad de Charlson

4. SELECION DE MUESTRA

a) TAMANO DE LA MUESTRA
Se realiz6 el calculo del tamafio 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 las variables candidatas de casos y controles,
(tomando en cuenta la frecuencia alélica mas baja y mas alta) y considerando
por lo menos una relaciéon 1:2 (relacion casos-controles). Para obtener un
poder de 0.9, se requieren una n de1563 pacientes siendo 521 casos y 1042
controles. Cabe mencionar que el presente estudio representa el 50% de la
poblacién total, ya que solo es un brazo del “ESTUDIO DE POLIMORFISMOS
ASOCIADOS A INSUFICIENCIA RENAL CRONICA EN PACIENTES

MEXICANOS CON DIABETES MELLITUS TIPO 2”.
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5. CRITERIOS DE SELECCION.

a) Criterios de inclusion

En el estudio se incluyd en el grupo control pacientes con edad mayor a 40 afos, no
emparentados, con diagnéstico de DT2 de acuerdo a las guias establecidas por la ADA
2015 sin nefropatia diabética, con por lo menos 5 afnos de diagndstico, con
normoalbuminuria (< 30mg/dl), que fueron captados de la Unidad de Investigacion en
Bioquimica del Hospital de Especialidades CMN SXXI.

En el grupo de Casos: Pacientes con el diagnéstico de IRC secundaria a ND, con por lo
menos 5 anos de diagnostico de DT2, en tratamiento de sustitucion 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 Suir,
aproximadamente 40 a 60 pacientes incidentes por mes para apoyo con sesiones de
Hemodialisis, que posteriormente son subrogados a Unidades de Hemodialisis externas.

b) Criterios de exclusion

Pacientes menores de 40 afnos de edad, emparentados.

Pacientes con historia de DT2 menor a 5 afios

Pacientes con DT2 con micro o macroalbuminuria en el grupo de los controles y sin
terapia de sustitucion renal en el grupo de los casos.

Pacientes con DT1, enfermedades autoinmunes, pancreatectomizados, o neoplasias.

Pacientes que no acepten participar en el protocolo
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Criterios de eliminacion:
Pacientes con Diabetes Mellitus 2 con o sin Nefropatia que no acudieron para la toma
de muestra venosa periférica.

6. Descripcion general del estudio:

El disefio del estudio es de tipo Casos y controles con una relacién de 1:1, el cual
comprende dos grupos de pacientes con DT2 en los extremos de riesgo de la funcién
renal:

- Grupo 1 (Controles), pacientes con DT2 sin ND.

- Grupo 2 (Casos), pacientes con el diagnostico de IRC secundaria a ND.

METODO Y TECNICA

El presente estudio se realizé en el periodo comprendido del 1 de Marzo 2016 al 10 de
Julio de 2016. Se captaran pacientes en el servicio de Hemodidlisis y de la Consulta
externa de Nefrologia que cumplan con criterios de seleccidn y acepten participar en el
estudio previa autorizacion bajo consentimiento informado para inclusion en protocolo de
estudio.

Evaluaciéon Clinica: La captura de datos se realizd6 con el llenado del cuestionario
incluido en anexo 1, el cual incluye variables demograficas, como genero, edad, sexo,
Peso, Talla, IMC, historia familiar de diabetes Mellitus tipo 2, tiempo de evolucion de
Diabetes Mellitus tipo 2, presencia de complicaciones asociadas a la misma como
Retinopatia Diabética, Hipertension arterial sistémica e indice de comorbilidad de
Charlson. Posteriormente se tomé una muestra venosa (tipo tejido sanguineo) menor a

28



5ml con todas las medidas de 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 clasificacién de residuos peligrosos
bioldgicos-infecciosos (RPBI) de manera adecuada.

Extraccion y aislamiento del DNA: se realizo a partir de las células mononucleares de
sangre periférica por el método basado en la separacion por medio del uso de columnas
con el equipo AutoGenFlex STAR, LAB MARK, (genomic DNA extraction system, Hill
Road, Holliston, MA. USA) con los reactivos de QiagenFlexi Gene DNA AGF3000
(QlAamp DNA Blood Midi/ Kit, Qiagen, Alemania) y siguiendo las especificaciones
recomendadas.

Evaluaciéon de la Integridad del ADN: La integridad se evalu6 por fraccionamiento
electroforético en geles de agarosa al 0.9% tefidos 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 260/280 nm, la concentracion se determind con
el equipo (EpochBiotechWinooski, VT, US). Se considera un rango de 1.8-2.0 en la
relacion de absorbancia A260/A280. Posteriormente, se realizé alicuotas de diluciones
del DNA para tener una concentracion aproximada de 33.33 ng/uL en tubos eppendorf
de 0.5 mL y se congelaran 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.
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Genotipificacién: La genotipificacion para el gen ATR1 se realizé por medio de PCR en
tiempo real, con la plataforma Applied Biosystems 7900HT Fast Real-Time PCR System
(Applied Biosystems- Life Technologies, Foster City, CA, USA). Esta plataforma detecta
la fluorescencia de sondas de hibridacion al DNA en la secuencias consenso, las sondas
a utilizar son TagMan® de la tecnologia de Applied Biosystems

(www.appliedbiosystems.com). Se utilizaron placas de 384 pozos en las cuales se

afadio 1.5 yL de la muestra de DNA diluida, 0.5uL de sonda para ensayos TagMan® y
3 uL de TagMan® Master Mix, para obtener una concentracion final de 50 ng/ L, 1xy
1x, respectivamente. La placa se introdujo al equipo 7900HT el cual realiz6é funcién de
termociclador, observando la amplificacion del DNA en tiempo real. Los datos se
analizaron por medio del software del equipo para obtener las frecuencias alélicas y
gendtipicas (ver figura 2). Estos datos se procesaron en SPSS, Excel.

Figura 2. Interpretacion de las frecuencias genotipicas del gen ATR1 (RS 5186) en el
software del equipo.
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http://www.appliedbiosystems.com/

Puntos rojos corresponden al Hocigotos dominante, puntos verdes corresponden al Heterocigoto, y puntos azules corresponden al
Homocigoto de la variante

En el caso del polimorfismo I/D para el gen ECA, a amplificacion de PCR se genotipo
separandolos en la electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % vy la visualizacién con
tincidon de bromuro de etidio. Los productos de la primera PCR que produce un
fragmento de 490 pb en presencia del inserto (alelo I) o de 190 pb en ausencia del
inserto (alelo D). Los individuos que presentan una banda de 190 y otra de 490 pb se
clasifican como heterozigotos ID (figura 2). Debido a la amplificacion preferente del alelo
D sobre el alelo |, todas las muestras identificadas como DD se someten a una segunda
amplificacion especifica del inserto (PCR 2). Si el resultado es una banda de 335 pb el
individuo se reclasifica como ID y si la banda esta ausente se confirma como DD. La
identificacion del alelo se llevd a cabo mediante el uso de muestra de prueba (¢Hindlll

digest DNA ladder), (Amersham Biosciences).

Figura 2 Figura ilustrativa del genotipo homocigoto DD, homocigoto Il y heterocigoto ID

Muestra Carril 12 y 27: homocigética DD, muestra. Carril 28 y 37: homocigota Il. Muestra Carriles 22 y 47: Heterocigotos ID
muestra de identificacién. Carril MPb: (escalera de ADN ([1[/Hindlll digest))

VL. ANALISIS ESTADISTICO.

Las variables recabadas se integraron en una base de datos en Excel y SPSS, para el

analisis descriptivo de la informacion mediante frecuencias simples y absolutas, asi
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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 realizé 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
consider6 un valor de p< 0.05 como estadisticamente significativo. Para el analisis se
utilizaro el programa estadistico Excel y SPSS. La parte central del analisis estadistico
se realizo con el software SPSS ver 11 (Chicago IL).

Dos comparaciones de grupos se realizaron mediante chi-cuadrado (x2) para las
variables categoricas y pruebas t de Student o ANOVA de sentido unico para las
variables continuas.

La distribucién de los alelos en grupos estudiados fue probado para su instalacion en el
equilibrio de Hardy-Weinberg (HW) (mediante el programa de base de la tela: http: / /
www.oege.org/software/hwe-mr-calc.shtml) (35) a través prueba la diferencia entre las
frecuencias observadas y esperadas de las variantes genéticas que utilizan la prueba de
ajuste X°. Ademas, la fuerza de la asociacion entre el DN y la ACE | / D polimorfismo se
estimé utilizando ORs (con los correspondientes IC 95%). Los ORs también se
realizaron para un modelo dominante [(DD% + ID%) Vs 11%], un co-dominante modelo
[ID% Vs (11% + DD%)] y un modelo recesivo [DD% Vs (11% + ID%)]. Se empled el analisis
de regresion logistica multivariado para determinar las relaciones de los polimorfismos

de genes y DN. Las asociaciones se expresan como OR ajustada con IC del 95%. Para
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todos los analisis, los valores de probabilidad twosided <0,05 se considerd
estadisticamente significativas

VI. 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 Federacion 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 fueron 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, Seccién lll. Se anexa
hoja de consentimiento informado.

Asi mismo, se hizo la aclaracion que la informacidon que nos proporciond fue utilizada
para identificarlo(a) (como su nombre, teléfono y direccién) y esta informacion fué
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.

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).

- Riesgo de la investigacion.

El estudio fué de riesgo minimo y se solicitd a los participantes su autorizacion firmando
una Carta de Consentimiento Informado (CCl). En la CCI se informé el objetivo del
estudio y de su trascendencia. La carta explico el objetivo, los procedimientos, los
potenciales beneficios, las molestias y los posibles riesgos; asimismo, se menciono el

nombre de los responsables del estudio y aclarara la autonomia y libertad que tienen
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para participar. Como parte de las consideraciones éticas se informo que se extrajo 6 ml
de sangre (una cucharada sopera) y que esta cantidad no confirié riesgo la salud de los
participantes produciendo molestias minimas. Asimismo, se informo6 que en la sangre se
estudio si existen modificaciones en el DNA que correlacionen con IRC en pacientes con
DT2.

VIll. RECURSOS, FINANCIAMIENTO Y FACTIBILIDAD

Los investigadores responsables fueron el Dr. Emmer Garcia Maldonado, médico
residente de quinto ano del servicio de Nefrologia del Hospital de Especialidades de
Centro Médico Nacional Siglo XXI IMSS, asi mismo la Dra. Dominga Jiménez Guzman
meédico adscrito al servicio de Nefrologia y el Dr. Pedro Trinidad Ramos Jefe del Servicio
de Nefrologia. Ademas contamos con la participacion del personal médico y las
facilidades de las autoridades correspondientes para llevar a cabo el estudio en la
Unidad de Hemodialisis y consulta externa de Nefrologia. Actualmente, la Unidad de
Investigacion Médica en Bioquimica cuenta con la infraestructura y recursos humanos
(Dr. Miguel Cruz, Dr. J. Jesus Peralta, Dr. Jaime Gémez y Astride Audirac) necesarios
para llevar a buen término el proyecto. Gran parte del equipo humano esta integrado por
personal con experiencia minima de 8 afios en el area de diabetes.

RELEVANCIA DEL ESTUDIO

La poblacién mexicana tiene un riesgo relativamente alto a DT2. 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 DT2, 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, diagndstico, y tratamiento oportuno de la enfermedad.
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IX. RESULTADOS

POLIMORFISMO A/C DEL GEN ATR1

En el periodo comprendido entre Marzo y Julio de 2016, se analizaron un total de 771
pacientes con Diabetes Mellitus tipo 2, de los cuales 445 pacientes con IRC secundaria
a ND con terapia de sustitucion renal se incluyeron al grupo de los casos y 326
pacientes sin ND se incluyeron al grupo control, todos ellos atendidos en el servicio de
Nefrologia del Hospital de Especialidades del CMN Siglo XXI, IMSS. Las caracteristicas
demograficas y clinicas se muestran en la tabla 1, corresponden 355 hombres y 415
mujeres, con una media de edad de 61.61 afios en ambos grupos (Ver grafica 1), se
muestra que existe el antecedente familiar de DMT2 en el 74% de los pacientes en el

grupo de los casos.

Con diferencia estadisticamente significativa en cuanto al tiempo de diagndstico de
DMT2 mayor en el grupo con IRC con tiempo promedio 21.5 afios, y de 9.69 afos para
el grupo de DMT2 sin ND, por lo cual se realiza una subdivisién (ver tabla 3), en la que
se observa mas del 97% de pacientes con mas de 8 afos de diagndstico de DMT2 en el
grupo de los casos en comparacion con el 50% de los pacientes con mas de 8 anos de

diagnostico de DMT2 en el grupo de los controles (ver Grafica 3).

Se observé que ambos grupos fueron significativamente diferentes con respecto al sexo

(mas porcentaje de hombres en el grupo de los casos), Retinopatia, HAS, tratamiento

con IECA o ARA, IMC, e indice de comorbilidad de Charlson, con (p <0.05).
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Tabla 1.- Caracteristicas demograficas y clinicas de la poblacién estudiada.

CASOS CONTROLES
VARIABLE DMT2 CON IRC DMT2 SIN ND P
n= 445 (0/0) n= 325 (o/o)
Sexo 243 (68.45) 112 (31.55)  0.0001
Masculino
F . 202 (48.67) 213 (51.33) 0.0001
emenino
Edad (afios) x + DE 61.61 (£ 9.2) 53.43 (+8.01) 0.161
IMC (kg/m?) ¥ + DE 27.2 (£ 5.06) 30.82 (+4.9) 0.0001
Historia Familiar de DMT2 n(%) 330 (74)
Historia familiar de IRC n(%) 29 (6.51)
Tiempo de diagnéstico DMT2 (anos) 21.45 (+8.37) 9.69 (£5.67) 0.0001
Retinopatia n(%) 344 (77.40) 45 (13.84) 0.0001
HAS n(%) 160 (35.95) 149 (45.84) 0.014
Dislipidemia n(%) 183 (41.12) 120 (36.92) 0.239
Tratamiento con IECA o ARA n(%) 301 (67.64) 131 (40.33) 0.0001
ICC (score) 7.98 (£0.65) 2.28 (£0.55) 0.0001

IMC: indice de masa corporal, DMT2: Diabetes Mellitus tipo 2, HAS: Hipertension arterial sistémica, ICC: indice de Comorbilidad de Charlson.
Se observo la distribucion normal de las variables cuantitativas con la prueba t-student, y en las que no hubo una distribucién normal se uso6 la prueba
de Mann-Withney-Wilcoxon
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Grafica 1.- Descripcién de edad, IMC, tiempo de diagndstico de DM e ICC en grupo de DMT2 sin
ND (0), y DMT2 con IRC (1).

Descripcién de Edad, IMC, tiempo de diagnéstico de DM e ICC
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AGE: Edad (p =0.161).

ICC: indice de Comorbilidad de Charlson, BMI e IMC: indice de masa corporal, TIME.WITH.DM2 tiempo de diagndstico de Diabetes mellitus tipo 2 (p=0.0001).

Las frecuencias genotipicas observadas fueron en equilibrio de Hardy-Weinberg en los
pacientes con DMT2 con IRC (x?=3.12, p=0.080) y en los controles pacientes con DMT2
sin ND (x? =3.06, p=0.145), tabla 2 y figura 3, predice que la frecuencia genotipica para
el homocigoto dominante AA es p2, la del heterocigoto Aa es 2pq y la del homocigoto
recesivo aa, es g2, es una expresion de la nocién de una poblacién que esta en

"equilibrio genético", y es un principio basico de la genética de poblaciones.
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Figura 3.- Diagrama de Finetti con parabola Hardy — Weinberg de la poblaciéon estudiada

para el Polimofismo del gen ATR1.

En esta figura se observa El principio de Hardy-Weinberg para los alelos: el eje horizontal muestra las frecuencias alélicas, el eje vertical muestra la frecuencia de los
genotipos y los tres posibles genotipos.

En la tabla 2 se describe la distribucion de genotipos y alelos del gen ATR1. Se observd
una alta frecuencia del genotipo AA en ambos grupos sin diferencia estadistica
significativa, asi como también el resto de los genotipos. La frecuencia del alelo A fue de
0.70 y 0.71 y del alelo C fue de 0.29 y 0.28 en grupo de DMT2 y DMT2 sin ND

respectivamente (ver grafica 2).
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Las frecuencias genotipicas y alélicas no difirieron en ambos grupos con un total del

genotipo AA 395, AC 294, CC 81, en una poblacion total de 770.

Tabla 2.- Frecuencias genotipica y alélica de la poblacion estudiada.

ATR1 GENOTIPO ALELO
AA AC cC P A C P
DMT2 CONIRC n (%) | 230 (51.6) | 169 (37.97) | 46 (10.33) | 0.832 | 0.7067 | 0.2933 | 0.0174
DMT2 SIN ND n(%) 165 (50.7) | 125 (38.46) | 35 (10.77) | 0.832 | 0.7114 | 0.2886 | 0.0107

DMT2: Diabetes Mellitus tipo 2, IRC: Insuficiencia Renal Crénica, ND: Nefropatia Diabética.

Grafica 2.- Porcentaje de la poblacién con genotipo AA, AC y CC en grupo control y en
casos.
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30 - mAC
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10 -

DMT2 sin ND DMT2 con IRC

DMT2: Diabetes Mellitus tipo 2, IRC: Insuficiencia Renal Cronica, ND: Nefropatia Diabética.
AA: Homocigoto dominante, AC: Heterocigoto, CC: Homocigoto recesivo.
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Tabla 3.- Distribucion de Polimorfismos de acuerdo al tiempo de diagnostico con DMT2.

Tiempo en afios de Diagnostico con DMT2

<8

>8

DMT2 sin ND

DMT2 con IRC

Polimorfismos

AA

AC

CC

161 (49.43%)

12 (2.69)

88 (50.86)
67 (38.73)

18 (10.40)

164 (50.46%)

433 (97.31)

307 (51.42)
227 (38.02)

63 (10.55)

AA: Homocigoto dominante, AC: Heterocigoto, CC: Homocigoto recesivo.

Grafica 3.- Numero de pacientes con mas de 8 afios de diagndstico de DMT2

distribuidos en cada grupo (control y casos).
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DMT2: Diabetes Mellitus tipo 2, IRC: Insuficiencia Renal Cronica, ND: Nefropatia Diabética.
TDDM: Tiempo de diagnéstico de DMT2.
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La distribucion de los genotipos del gen ATR1 fue aproximadamente igual porcentaje en

todas las variables, con valor de p mayor de 0.05, a excepciéon de la variable de IMC,

ICC, y tiempo de diagndstico de DMT2 en las que hay significancia estadistica, sin

embargo existe el mismo promedio de estas variables en todos los tres genotipos sin

denotar ninguna diferencia (Tabla 4).

Tabla 4.- Distribucion de los genotipos del gen ATR1 de acuerdo a las caracteristicas

demograficas y clinicas de la poblacién estudiada.

Genotipo
AGTR1

VARIABLE AA AC CC p value
Sexo
Masculino n (%) 183 (51.55) 138 (38.87) 34 (9.58) 0.724
Femenino n (%) 212 (51.08) 156 (37.59) 47 (11.33) 0.724
Edad (afios) x + DE 58.16 (9.72) 58.53 (9.7) 56.82 (8.68) 0.8780
IMC (kg/m®) % + DE 28.72 (5.09) 29.10 (5.5) 28.94 (5.5) 0.0012
Historia Familiar de DMT2 n(%) 162 (49.09) 128 (38.79) 40 (12.12) 0.055
Sin Historia Familiar de DMT2 n(%) 68 (59.13) 41 (35.65) 6 (5.22) 0.055
Historia familiar de IRC n(%) 17 (60.71) 9 (32.14) 2(7.14) 0.832
Tiempo de diagnéstico DMT2 (afios) 16.62 (9.3) 16.60 (9.4) 15.58 (9.0) 0.0001
Retinopatia n(%) 197 (50.64) 151 (38.82) 41 (10.54) 0.940
HAS n(%) 154 (50.0) 125 (40.58) 29 (9.42) 0.042
Sin HAS n(%) 241 (52.28) 169 (36.66) 51 (11.06) 0.042
Dislipidemia n(%) 162 (53.47) 113 (37.29) 28 (9.54) 0.513
Tratamiento con IECA o ARA n(%) 225 (52.08) 166 (38.43) 41 (9.49) 0.109
ICC (score) 5.61 (2.89) 5.53 (2.88) 5.05 (2.87) 0.0001

AA: Homocigoto dominante, AC: Heterocigoto, CC: Homocigoto recesivo.
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A pesar de que no se observo diferencia significativa en cuanto a los genotipos del gen
ATR1 en los dos grupos de estudio, ni guardo relacion con ninguna variable, se calculo
la razébn de momios en la cual corroboramos que no existid ninguna asociacion con
ningun genotipo en particular ni en promedio, y en todos con valor de p= mayor 0.05, sin
significancia estadistica, y con intervalo de confianza que sobrepasan la unidad, (ver

tabla 5).

Por otra parte se realizé un analisis de regresion logistica (ver tabla 6), en la que se
observa que ambos grupos son significativamente diferentes en cuanto a la mayoria de
las variables, sin embargo no existe asociacion con ninguna de ellas en relacién a algun
genotipo del gen ATR1 para IRC en pacientes con DMT2 tanto en modelo dominante
(2=1), como en modelo recesivo (1=0), a excepcion de HAS con un OR de 1.52 siendo

ambos grupos con diferencia estadistica significativa.

42



Tabla 5.- Odds ratio del gen ATR1 para IRC en pacientes con DMT2

Gen ATR1 Odds ratio p value IC 95% Chi2

Riesgo del alelo C

A/IC 0.968 0.7747 (0.776-1.208) 0.08
AA/AC 0.970 0.8447 (0.714-1.317) 0.04
AA/CC 0.943 0.8112 (0.582-1.528) 0.06
AA/AC+CC 0.964 0.8016 (0.724-1.283) 0.06
OR Comun 0.971 0.7834 0.08

Riesgo del alelo A

C/IA 1.033 0.7747 (0.828-1.289) 0.08
CC/AC 1.029 0.9111 (0.626-1.690) 0.01
CC/AA 1.061 0.8112 (0.654-1.719) 0.06
AA+AC/CC 1.047 0.8469 (0.658-1.666) 0.04
OR Comun 1.030 0.7834 0.08

AA: Homocigoto dominante, AC: Heterocigoto, CC: Homocigoto recesivo.

Tabla 6. Regresion logistica en modelo dominante y modelo recesivo.

ODDS RATIO / IC >95%

VARIABLE DOMINANTE RECESIVO p value
Sexo 0.43(0.32-0.58) 0.43(0.32-0.58)  0.0001
Edad (afios) £ DE 111(1.09-1.13)  1.11(1.09-1.13) 00001
IMC (kg/m?) % + DE 0.86 (0.83-0.89)  0.86 (0.83-0.89)  0.0001
Tiempo de diagnéstico DMT2 (afios)  1.28 (1.24-1.33)  1.28 (1.24-1.33)  0.0001
Retinopatia n(%) 0.04 (0.03-0.06)  0.04 (0.03-0.06)  0.0001
HAS n(%) 152 (1.14-2.02) 152 (1.14-2.03)  0.004
Dislipidemia n(%) 0.83(0.62-1.12) 0.83(0.62-1.12)  0.241

IMC: Indice de masa corporal, DMT2: Diabetes Mellitus tipo 2, HAS: Hipertensién arterial sistémica.
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POLIMORFISMO I/D DEL GEN ECA

En el periodo comprendido entre Marzo y Julio de 2016, se analizaron un total de 386
pacientes con Diabetes Mellitus tipo 2, de los cuales 191 pacientes con IRC secundaria
a ND con terapia de sustitucion renal se incluyeron al grupo de los casos y 195
pacientes sin ND se incluyeron al grupo control, todos ellos atendidos en el servicio de
Nefrologia del Hospital de Especialidades del CMN Siglo XXI, IMSS. Las caracteristicas
demograficas y clinicas se muestran en la tabla 7, corresponden 169 hombres y 117
mujeres, con una media de edad de 59.9 afios para los hombres y 53.9 para las mujeres
(ver tabla 7 y grafica 4), con antecedente familiar de DMT2 en el 74% de los pacientes
con IRC.

Con diferencia significativa en cuanto al tiempo de diagndstico de DMT2 mayor en el
grupo con IRC con tiempo promedio 19.30 afios, y de 9.22 afios para el grupo de DMT2
sin ND, por lo cual se realiza una subdivision (ver tabla 3), en la que se observa mas del
94% de pacientes con mas de 8 afios de diagndstico de DMT2 en el grupo de los casos
en comparacion con el 47% de los pacientes con mas de 8 afios de diagndstico de

DMT2 en el grupo de los controles (ver tabla 9 y Grafica 5).

Se observd que ambos grupos fueron significativamente diferentes con respecto al
antecedente de sexo (mas porcentaje de hombres en el grupo de los casos),
Retinopatia, HAS, tratamiento con IECA o ARA, IMC, e indice de comorbilidad de
Charlson, con (p <0.05). En cuanto al antecedente de Retinopatia la diferencia se debe a
que en el grupo de los casos la gran mayoria de los pacientes (75%) ya han sido
tratados con Fotocoagulacién, a diferencia de los controles en los cuales es menor el

porcentaje (14%) debido a que no han sido examinados con fondo de ojo en la mayoria
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de los casos. Se observo un porcentaje mayor (48.7%) de pacientes con HAS en el
grupo de los controles con respecto al grupo de los casos (38.2%), y a pesar de ello
fueron tratados con antihipertensivos tipo IECA o ARA en menor porcentaje (40.5%) a
diferencia del 67% en el grupo de los controles.

Por otro lado comentar que la media de los pacientes con IMC mayor a 30 kg/m2 se

observo en el grupo de los controles a diferencia del grupo de los casos.

Tabla 7.- Caracteristicas demograficas y clinicas de la poblacién estudiada.

CASOS CONTROLES
VARIABLE DMT2 CON IRC DMT2 SIN ND P
n= 191 (%) n= 195 (%)

Sexo

Masculino n(%) 101 (52.88) 68 (34.87) 0.0001
Femenino n(%) 90 (47.12) 127 (65.13) 0.0001
Edad (afios) & + DE 59.98 (9.16) 53.90 (7.74) 0.2477
IMC (kg/m?) % + DE 26.29 (4.74) 30.37 (4.98) 0.0001
Historia Familiar de DMT2 n(%) 142 (74.96) 0.0001
Historia familiar de IRC n(%) 25 (13.09) 0.0001
Tiempo diagnéstico DMT2 (aiios) 19.30 (7.70) 9.22 (5.11) 0.0001
Retinopatia n(%) 145 (75.32) 28 (14.36) 0.0001
HAS n(%) 73 (38.22) 95 (48.72) 0.03
Dislipidemia n(%) 83 (43.46) 76 (38.97) 0.371
Tratamiento con IECA o ARA n(%) 128 (67.02) 79 (40.51) 0.0001
ICC (score) 7.86 (0.77) 2.32 (0.56) 0.0001

IMC: Indice de masa corporal, DMT2: Diabetes Mellitus tipo 2, HAS: Hipertensioén arterial sistémica, ICC: Indice de Comorbilidad de
Charlson.

Se observé la distribucion normal de las variables cuantitativas con la prueba t-student, y en las que no hubo una distribucién normal
se usd la prueba de Mann-Withney-Wilcoxon. % + DE: mediana de desviacién estandar, kg/m?): kilogramo sobre metro al cuadrado.
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Grafica 4.- Descripcidon de edad, IMC, tiempo de diagndstico de DM e ICC en grupo de
DMT2 sin ND (0), y DMT2 con IRC (1).
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AGE: Edad (p =0.161).

ICC: indice de Comorbilidad de Charlson, BMI e IMC: indice de masa corporal, TIME.WITH.DM2 tiempo de diagndstico de Diabetes mellitus tipo 2
(p=0.0001).

0: Pacientes con DMT2 sin ND, 1: Pacientes con DMT2 y con IRC.

En cuanto al ICC que fue mas alto en el grupo de los casos era lo esperado, ya que el
hecho de presentar IRC le condiciona un indice mayor, asi como también el porcentaje
74% de carga genética para DMT2 en los pacientes el grupo de los casos.

Las frecuencias genotipicas observadas fueron en equilibrio de Hardy-Weinberg en los
pacientes con DMT2 con IRC (x?=5.46, p=0.022) y en los controles pacientes con DMT2
sin ND (x* =1.26, p=1.000). (figura 4) predice que la frecuencia genotipica para el
homocigoto dominante AA es p2, la del heterocigoto Aa es 2pq y la del homocigoto
recesivo aa, es g2, es una expresion de la nocién de una poblacidn que esta en

"equilibrio genético", y es un principio basico de la genética de poblaciones.
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Figura 4.- Diagrama de Finetti con parabola Hardy - Weinberg en la poblacion estudiada

con el polimorfismo I/D del gen ECA.

x2 = 0.005, p=1.000
En esta figura se observa El principio de Hardy-Weinberg para los alelos: el eje horizontal muestra las frecuencias alélicas, el eje
vertical muestra la frecuencia de los genotipos y los tres posibles genotipos.

En la tabla 8 y grafica 5 se describe la distribucion de genotipos y alelos del gen ECA.
Se observé una alta frecuencia del genotipo ID, con mayor porcentaje el grupo de los
casos (55.5%), a diferencia de 48.72%, asi como también mayor porcentaje (16.92%)
del genotipo DD en el grupo control a diferencia del 10.9% en el grupo de los casos, sin
embargo no hay diferencia significativa en ambos grupos con x? = 3.2963 p = 0.192, La
frecuencia de los alelo | fue de 0.61 y 0.58 y del alelo D fue de 0.38 y 0.41 en grupo de

DMT2 con IRC y DMT2 sin ND respectivamente.
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Tabla 8.- Frecuencias genotipica y alélica de la poblacion estudiada.

ACE GENOTIPO ALELOS

I ID DD p | D P
DMT2 CONIRC | 64 (33.51) | 106 (55.50) | 21(10.99) | 0.192 | 234 (0.61) | 148 (0.38) | 0.02
DMT2 SIN ND 67(34.36) | 95(48.72) | 33(16.92) | 0.192 | 229 (0.58) | 161 (0.41) | 1.0

DMT2: Diabetes Mellitus tipo 2, IRC: Insuficiencia Renal Cronica, ND: Nefropatia Diabética.

x?= 3.2963

Grafica 5.- Porcentaje de la poblacidon con genotipo I, ID y DD en grupo control y en

Casos.
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DMT2: Diabetes Mellitus tipo 2, IRC: Insuficiencia Renal Crénica, ND: Nefropatia Diabética.

AA: Homocigoto dominante, AC: Heterocigoto, CC: Homocigoto recesivo.

En la grafica 5 se observa claramente un aumento en el genotipo ID en el grupo de los

casos, e incluso menor predominio del genotipo DD en comparacién con el grupo de los

controles.
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Debido a la diferencia en los dos grupos en relacién al tiempo de diagnéstico de DMT2
se realizé un ajuste dividiendo en dos grupos: uno a todos los pacientes con tiempo de
diagnostico de 5-8aios y otro grupo con tiempo de diagndstico de DMT2 mayor a 8
afnos. Se observo una reduccion de la poblacion del 52.3% en el grupo de DMT2 sin ND
a diferencia del 5.23 en el grupo de DMT2 con IRC, asi como también discreto aumento
en el genotipo ID y DD en el grupo con mas de 8 afios de diagndstico de DMT2 (ver

tabla 9 y grafica 6).

Por tanto se realizé nueva distribucién de los genotipos en el grupo con mas de 8 afios
de diagndstico, (ver tabla 10 y grafica 7), en la que se describe la distribucion de
genotipos del gen ECA, en donde no se observaron grandes diferencias con respecto a
la poblacion total, se observé una alta frecuencia del genotipo ID, con mayor porcentaje
el grupo de los casos (55.8%), a diferencia de 48.42%, asi como también mayor
porcentaje (22.11%) del genotipo DD en el grupo control a diferencia del 11.05% en el
grupo de los casos, y con diferencia estadistica significativa en ambos grupos con x? =

6.027 y p = 0.049, (ver tabla 10 y grafica 7).
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Tabla 9.- Distribucion de Polimorfismos de acuerdo al tiempo de diagnéstico con DMT2.

<8 >8
DMT2 sin ND n(%) 102 (52.30) 93 (47.69)
DMT2 con IRC n(%) 10 (5.23) 181 (94.76)
Polimorfismos
1 n(%) 43 (38.39) 88 (32.11)
ID n(%) 56 (50.00) 145 (52.91)
DD n(%) 13 (11.60) 41 (14.96)

x2 =1.6931, p= 0.429
AA: Homocigoto dominante, AC: Heterocigoto, CC: Homocigoto recesivo.

Grafica 6.- Numero de pacientes con mas de 8 afios de diagndstico de DMT2 distribuidos en cada

grupo (control y casos).
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DMT2: Diabetes Mellitus tipo 2, IRC: Insuficiencia Renal Crénica, ND: Nefropatia Diabética.
TDDM: Tiempo de diagnéstico de DMT2.

50



Tabla 10. Distribucion del nimero y porcentaje de los genotipos de acuerdo al grupo de casos o
controles, Sexo y antecedente de HAS.

Genotipo
ECA

VARIABLE | ID DD p value
DMT2 sin ND n(%) 28 (29.47) 46 (48.42) 21 (22.11) 0.049*
DMT2 con IRC n(%) 60 (33.15) 101 20 (11.05) 0.049*

(55.80)

Sexo
Masculino n(%) 45 (33.09) 66 (48.53) 25 (18.38) 0.174*
Femenino n(%) 43 (30.71) 81 (57.86) 16 (11.43) 0.174**
HAS n(%) 36 (31.86) 61 (53.98) 16 (14.16) 0.960***
Sin HAS n(%) 52 (31.90) 86 (52.76) 25 (15.34) 0.960***

X° = 6.0271*, 3.4944* x*= 0.08***

Grafica 7.- Porcentaje de la poblacidn con genotipo I, ID y DD en grupo control y en
casos, tanto en toda la poblacion y en otro grupo con mas de 8 afios de diagnostico de

DMT?2.
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x* = 6.0271%, 3.4944, x*= 0.08***

DMT2: Diabetes Mellitus tipo 2, IRC: Insuficiencia Renal Crénica, ND: Nefropatia Diabética.

TDDM: Tiempo de diagnéstico de DMT2.
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Tabla 11. Distribucién de los genotipos de acuerdo al sexo en ambos grupos (control vs

casos)

DMT2 sin ND DMT2 con IRC
GENOTIPOS Masculino Femenino Masculino Femenino
Il n (%) 13 (13.68) 15 (15.78) 32 (17.67) 28 (15.46)
ID n (%) 15 (15.78) 31 (32.63) 51 (28.17) 50 (27.62)
DD n (%) 13 (13.68) 8 (8.42) 12 (6.62) 8 (4.41)

1I: Homocigoto dominante, ID: Heterocigoto, DD: Homocigoto recesivo.
DMT?2: Diabetes Mellitus tipo 2, IRC: Insuficiencia Renal Crénica, ND: Nefropatia Diabética

Se realiz6 una comparacion de acuerdo al sexo de la poblacion entre los dos grupos
DMT2 sin ND vs DMT2 con IRC, en donde se muestra nuevamente incremento en el
porcentaje del genotipo ID solo en el sexo masculino del 28.17% en el grupo de los
casos a diferencia del 15.78% en el grupo control, asi como también se observa una
disminucién en el porcentaje del genotipo DD en el grupo de DMT2 en ambos sexos

respecto al grupo control (ver tabla 11 y grafica 8).
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Grafica 8. Descripcion del porcentaje de los Genotipos del gen ECA de acuerdo al sexo
en ambos grupos DMT2 sin ND o con IRC de la poblacién estudiada.
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1I: Homocigoto dominante, ID: Heterocigoto, DD: Homocigoto recesivo.
DMT2: Diabetes Mellitus tipo 2, IRC: Insuficiencia Renal Crénica, ND: Nefropatia Diabética

La distribucion de los genotipos del gen ECA fue aproximadamente igual porcentaje en
todas las variables, con valor de p mayor de 0.05, a excepcién de la variable de IMC,
ICC, y tiempo de diagnéstico de DMT2 en las que hay significancia estadistica, sin
embargo existe el mismo promedio de estas variables en todos los tres genotipos sin
denotar ninguna diferencia. En relacién al sexo se observd un porcentaje mayor
(17.75%) en el sexo masculino a diferencia del 11.06% en el sexo femenino (ver Tabla

12 y grafica 9).
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Tabla 12.- Caracteristicas demograficas y clinicas de la poblacién estudiada segun el

polimorfismo ID del ECA.

Genotipo ECA

VARIABLE Il | ID | DD | p value
Sexo
Masculino 56 (33.14) 83 (49.11) 30 (17.75)  0.165
Femenino 75 (34.56) 118 (54.38) 24 (11.06) 0.165
Edad (afios) x + DE 57.26 (9.88) 56.95 (8.48) 55.8 (8.6) 0.9578
IMC (kg/m?) % + DE 28.29 (5.55) 28.76 (4.71) 29.5(6.3) 0.0001
Historia Familiar de DMT2 n(%) 50 (32.1) 78 (54.93) 14 (9.86) 0.560
Sin Historia familiar de DMT2 n(%) 14 (28.57) 28 (57.14) 7 (14.29) 0.560
Historia familiar de IRC n(%) 7 (28.0) 16 (64.0) 2 (8.0) 0.384
Tiempo de diagnéstico DMT2(afos) 13.94 (8.29) 14.64 (8.54) 13.2(6.8) 0.003
Retinopatia n(%) 53 (30.64) 99 (57.23) 21 (12.14) 0.170
HAS n(%) 61 (36.31) 86 (51.19) 21(12.50) 0.604
Sin HAS n(%) 70 (32.11) 115 (52.75) 33(15.14) 0.604
Dislipidemia n(%) 45 (28.30) 89 (55.97) 25(15.72) 0.142
Tratamiento con IECA o ARA n(%) 66 (31.88) 112 (54.11) 29 (14.01) 0.635
ICC (score) 5.09 (2.89) 5.20 (2.83) 448 (2.7) 0.0001

Il: Homocigoto dominante, ID: Heterocigoto, DD: Homocigoto recesivo.
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Grafica 9.- Distribucién de los genotipos del gen ECA de acuerdo al tiempo de
diagnéstico de DMT2, IMC, y edad en grupo control y de los casos de la poblacion
estudiada.
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0: Genotipo Il, 1: Genotipo ID, 2: Genotipo DD
TIME.WITH.DM2: Tiempo de diagnostico de DMT2, BMI: Indice de masa corporal, AGE: edad
0: DMT2 sin ND, 1: DMT2 con IRC

A pesar de que no se observo diferencia significativa en cuanto a los genotipos del gen
ECA en los dos grupos de estudio, ni guardo relacién con ninguna variable, se calculd la
razén de momios en la cual se observa asociacion con alelo | y genotipo ID con OR
1.753, sin embargo sin diferencia estadistica significativa con valor de p= mayor 0.05, y
con intervalo de confianza que sobrepasan la unidad, (ver tabla 13). Por otra parte se

realizd un analisis de regresidn logistica (ver tabla 14), en la que se observa que ambos
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grupos son significativamente diferentes en cuanto a la mayoria de las variables, sin

embargo no existe asociacion con ninguna de ellas en relacidn a algun genotipo del gen

ECA para IRC en pacientes con DMT2 tanto en modelo dominante (2=1), como en

modelo recesivo (1=0), a excepcion de HAS con un OR de 1.52 siendo ambos grupos

con diferencia estadistica significativa, en el que también se observé mayor presencia de

genotipo ID.

Tabla 13.- Odds ratio del gen ATR1 para IRC en pacientes con DMT2

Gen ECA Odds ratio p value IC 95% Chi2
Riesgo del alelo

D

I/D 0.900 0.4716 (0.674-1.200) 0.52
/1D 1.168 0.4892 (0.752-1.815) 0.48
11/DD 0.666 0.2162 (0.349-1.270) 1.53
11/ID+DD 1.039 0.8598 (0.681-1.583) 0.03
OR Comun 0.861 0.4518 0.57
Riesgo del alelo |

D/l 1.112 0.4716 (0.833-1.483) 0.52
DD/ID 1.753 0.0707 (0.950-3.237) 3.26
DD/l 1.501 0.2162 (0.787-2.862) 1.53
l1+1D/DD 1.649 0.0932 (0.916-2.969) 2.82
OR Comun 1.169 0.4518 0.57

AA: Homocigoto dominante, AC: Heterocigoto, CC: Homocigoto recesivo.
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Tabla 14. Regresion logistica en modelo dominante y modelo recesivo.

IC
ODDSRATIO/ o,
MODELO MODELO

e DOMINANTE RECESivo | P value
Sexo M/F 0.47 (0.31-0.71)  0.47 (0.31-0.71)  0.0001
Edad (afios) % + DE 1.08 (1.06-1.11)  1.08 (1.06-1.11)  0.0001
IMC (kg/m?) % + DE 0.82 (0.77-0.87) 0.82 (0.77-0.87) 0.0001
Tiempo de diagnostico DMT2 1.26 (1.21-1.32)  1.26 (1.21-1.32)  0.0001
(anos)
Retinopatia n(%) 0.052 (0.03-0.87) 8'3%2 (0.03- 0.0001
HAS n(%) 1.53(1.02-2.30)  1.53(1.02-2.30)  0.038
Dislipidemia n(%) 0.83 (0.55-1.24)  0.83 (0.55-1.24)  0.371

IMC: Indice de masa corporal, DMT2: Diabetes Mellitus tipo 2, HAS: Hipertension arterial sistémica.
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X. DISCUSION

En este estudio evaluamos el polimorfismo A/C del gen ATIR y el polimorfismo I/D del
gen de la ECA en pacientes con IRC secundaria a nefropatia diabética y pacientes con
DT2 sin evidencia clinica ni bioquimica de nefropatia. La nefropatia diabética es una
enfermedad poligénica y multifactorial. La ND es una de las complicaciones
microvasculares cronicas y graves mas comunes de la DM y una de las causas mas

importantes de ERC, ya que del 20-40% en pacientes con DMT2 conduce a IRC.%!

De los componentes del SRA, el polimorfismo A/C del gen ATR1 y el polimorfismo 1/D
del gen ECA son algunos de los mas importantes candidatos. Sin embargo, la
asociacion del polimorfismo /D del gen de la ECA con la nefropatia diabética es

34,36,37,39,43,44

controvertida. Algunos estudios han fundamentado una asociacion y otros

no35,45,51

. Las discrepancias en los resultados de los diversos estudios se atribuyen a
varias razones, como el disefio del estudio, la duracion de la diabetes, la seleccion de

los pacientes y la variacion étnica.

Es por ello que en el presente estudio se compar6 a un grupo de poblacién con DMT2
sin ND (grupo control) versus otro grupo de poblacién con DMT2 con IRC, que es la
complicacion mas grave de la ND, y de esta manera quitar el sesgo que implicaban los
pacientes con nefropatia establecida en quienes se revertia la albuminuria y no
evolucionaban a IRC. Es el primer estudio que compara dos extremos de pacientes con

DMT?2 en la poblacion Mexicana.
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La poblacion en este estudio fue de predomino sexo masculino un 30% mas que del
sexo femenino aproximadamente, con una media de edad de 50 afos a los 60 afos, se
observo un alto porcentaje de antecedente familiar de DMT2 y retinopatia diabética en

mas de 70%, a diferencia de otros estudios.***%°®

En el presente estudio la prevalencia del genotipo AA, AC, y CC del gen ATR1 fue del
50, 38 y 10 % respectivamente de manera muy similar en ambos grupos, asi como
también la presencia del alelo A y el alelo C fue de 0.71 y 0.28, similar a lo reportado en
la poblacion general45’54, aunque hay que recordar que su porcentaje es muy variable en

las distintas etnias.

En este estudio no hubo asociacién del genotipo CC del gen ATR1 con IRC en la

4559 3demas en un

poblacion con DMT2, como se ha visto en poblacion caucasica,
analisis de regresion logistica multivariado tanto en modelo dominante como recesivo se
observé asociacion solo con Hipertensién arterial sistémica con OR 1.52,
estadisticamente significativo, a pesar de que el porcentaje del genotipo CC fue menor

en los pacientes con HAS vs los pacientes sin HAS, lo cual coincide con lo documentado

en poblacion caucasica.>®

Estudios previos han demostrado que el polimorfismo I/D se asocia a un incremento del

riesgo de desarrollar enfermedad coronaria, HAS, DMT2 y nefropatia
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diabética®**°7%8:59.80. gin embargo, los resultados son discordantes, pues esto no ha

podido confirmarse en otros estudios*>°".

La prevalencia del genotipo Il, ID, y DD del gen ECA fue del 34,48y 16 %
respectivamente, asi como también la presencia del alelo | y el alelo D fue de 0.61 y

19943 " & incluso en poblacion Mexicana

0.38, similar a lo reportado en la poblacion genera
en cuanto a lo reportado por Ortega y Pierres en el estado de Michoacan México reporto
28, 53, y 18 % del genotipo Il, ID, DD respectivamente,® aunque hay que recordar que
su porcentaje es muy variable en las distintas etnias, como en la poblacion
caucasica.****% Ademas se observé un prevalencia menor porcentaje del genotipo DD
(10.9%) en los pacientes con DMT2 y un porcentaje mayor del genotipo ID (55.5%) en
los pacientes del grupo de DMT2 con IRC, a expensas del sexo masculino contrario a lo
reportado por Palomo y cols, quienes observaron asociacion del genotipo DD ligado al
sexo femenino para progresar a ERC en pacientes con ND establecida, en nuestro
estudio no se observo la relacién del genotipo DD con el sexo femenino, siendo incluso
mayor en el grupo control que en los casos, sin asociarse con progresion a IRC. Por
tanto no hubo asociacién del polimorfismo I/D del gen ECA para progresion a IRC de los

45,51,52

pacientes con IRC con DMT2, como ha se ha visto en poblacién caucasica, a

955657 incluso en poblacién mexicana por

diferencia de lo reportado en poblacion asiatica
Ortega-Pierres quien reporto asociacion del Genotipo DD para ND, para niveles séricos

elevados de ECA, e Hipertension arterial sistémica®®.

En el analisis de regresion logistica multivariado tanto en modelo dominante como

recesivo se observo asociacion solo con Hipertension arterial sistémica con OR 1.52,
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estadisticamente significativo, a pesar de que el porcentaje del genotipo DD fue menor
en los pacientes con HAS vs los pacientes sin HAS, lo cual coincide con lo documentado
en poblacion caucasica y como en poblacion italiana donde no se encontraron
diferencias en las distribuciones de las frecuencias genotipicas polimorfismo I/D del ACE

en relacion con las enfermedades cardiovasculares.®®

Se han planteado algunas hipotesis para explicar el o los mecanismos involucrados en
el desarrollo de la ND e HAS en los pacientes con el genotipo DD. Una posibilidad es el
origen étnico. Otra posibilidad es el papel que pueda tener la ECA. Los pacientes del
presente estudio, se observo asociacion con HAS, y no se descarta mayores
concentraciones séricas de ECA. La angiotensina Il generada sistémica y localmente
activa un amplio espectro de sefiales que responden via el ARA1 y que median acciones
fisiolégicas como el control de la presidon arterial y el equilibrio hidrosalino, asi como
acciones patoldgicas en células cardiovasculares, renales y otros tipos de células con

potentes acciones profibréticas, protrombdticas y proinflamatorias.

Otros mecanismos multifactoriales estan involucrados en el inicio y/o progresion de la
nefropatia diabética. La hiperglucemia es uno de los mas importantes. Sin embargo,
mecanismos independientes de la glucemia también contribuyen al dafio renal; entre
ellos destacan la duracién de la diabetes39, la hipertension40, la dislipemia41 y la

obesidad*’. Ademas, los analisis uni y multivariado demostraron que la herencia de DM2
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en los padres y hermanos de los individuos con enfermedad renal cronica son factores

de riesgo para el desarrollo de enfermedad renal.

Por un lado, estudios transversales comunican que el polimorfismo I/D del gen de la
ECA y del gen ATR1 se asocia con el desarrollo de hipertensién y Nefropatia diabética®,
pero estudios epidemiologicos no han podido demostrar esta asociacion; es el caso del
realizado en poblacidn espafiola, con seguimiento a dos afios en donde no se asocio las
variantes polimorficas del sistema renina angiotensina con la progresion a de la ERC,

sino mas bien cobraron mayor importancia factores nutricionales, y control metabolico.*®
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XI.

CONCLUSION

La prevalencia del polimorfismo A1166C del gen AT1R en pacientes de nuestro
medio con IRC secundario a Nefropatia Diabética fue de 51.5% para el Genotipo
AA, 37.97% para el genotipo AC y 10.33% para el genotipo CC, muy similar al del
grupo de DMT2 sin ND con 50.7%, 38.46% y 10.77% respectivamente. La
prevalencia del polimorfismo del gen I/D ECA en pacientes de nuestro medio con
IRC secundario a Nefropatia Diabética fue de 33.51% para el genotipo Il, 55.50%
para el genotipo ID, y 10.99% para el genotipo DD, a diferencia del grupo con
DMT2 sin ND con 34.36%, 48.72% y 16.92% respetivamente.

El polimorfismo A1166C del gen ATR1 y el polimorfismo I/D del gen ECA no se
asocio con Insuficiencia Renal Cronica en pacientes con Diabetes Mellitus tipo 2,
no estan relacionados con la presencia de enfermedades cardiovasculares y no
se demostrd riesgo para Insuficiencia renal cronica, por lo tanto no pueden ser

utilizados como marcadores de riesgo en pacientes con DT2.
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ANEXOS |
Anexo | Instrucmento de Recoleccion de Datos.

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:
Sl 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: SI__NO__ Neuropatia: SI___ 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 Farmacoy
dosis:
9. TIEMPO DE DIAGNOSTICO DE HIPERTENSION ARTERIAL SISTEMICA: ANOS

10. TRATAMIENTO CON DIETA'Y EJERCICIO: SI NO

11. Hipertrigliceridemia TG > 150MG/DL: SI NO
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12- Hipercolesterolemia CT mayor a 200mg/dl: Sl NO

13. IMC: Peso Talla Cintura Cadera__ indice
C/C
5: ERC

a) Edad de diagnostico de ERC: EC: KDOQI Etiologia:

b) Dubutacién Clinica:

c) c¢) Tiempo de Evoluciéon de DM a su diagnostico:

d) Tiempo de Evolucion hasta el momento de ERC:

e) Tratamiento actual:

VALORACIONES:
1. Oftalmologia (Fondo de Ojo).

Realizé:
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Indice de Comorbilidad de Charlson (CCI)
Indice de Comorbilidad de Charlson (CCI)

Edad del enfermo: I

Infarto de miocardio:

Insuficiencia cardiaca congestiva:
Enfermedad vascular periférica:
Enfermedad cerebrovascular:
Demencia:

Enfermedad Pulmonar Crénica:

Patologia del tejido Conectivo:

[ i i i R il R N

Enfermedad ulcerosa:

Patologia hepatica ligera:

Patologia hepatica moderada o grave:
Diabetes:

Diabetes con lesion organica:
Hemiplejia:

Patologia renal (moderada o grave):
Neoplasias:

Leucemias:

Linfomas malignos:

Metastasis Solida:

SIDA:

Puntuacion CCI I

Supervivencia estimada a los 10 afios ‘ %

[ B i B B R
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ANEXO II-A.

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LOS CONTROLES
ACUERDO PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION

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

NOMBRE DEL ESTUDIO: ASOCIACION DEL POLIMORFISMO A1166C DEL GEN ATIR Y EL
POLIMORFISMO DEL GEN 1/D DE LA ENZIMA CONVERTIDORA DE LA ANGIOTENSINA CON
INSUFICIENCIA RENAL CRONICA EN PACIENTES CON DIABETES MELLITUS TIPO 2 EN
POBLACION MEXICANA

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

Lo (a) estamos invitando a participar en el estudio de investigacion denominado “Asociacion del
Polimorfismo A1166C del gen AT1R y el Polimorfismo del gen I/D de la enzima convertidora de
angiotensina con Insuficiencia Renal Cronica en pacientes con Diabetes Mellitus tipo 2” que se
llevara a cabo en el servicio de Nefrologia de la UMAE Hospital de Especialidades en el Centro
Medico Nacional Siglo XXI, el cual tiene como objetivo determinar la prevalencia de los
polimorfismos ya comentados y evaluar si existe asociacién 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.

Sabemos que hay muchos pacientes que a pesar de llevar una dieta muy estricta (baja en azucares
y grasas), hacer suficiente ejercicio fisico, y apegarse estrictamente al tratamiento ya sea con
hipoglucemiantes oral (pastillas tomadas) o aplicacion de insulina llegan a tener insuficiencia

renal (que no funcionen los rifiones) y requerir de tratamiento con Didlisis o Hemodialisis. Se ha
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demostrado que estos pacientes tienen algunos polimorfismos (gen alterado) que explica el dafo

del rifion independiente de como se haya cuidado.

Por lo tanto el proposito del estudio es determinar la prevalencia de los polimorfismos A1166C del
gen AT1R y el Polimorfismo del gen I/D de la enzima convertidora de angiotensina, los cuales son
formas distintas de un mismo gen o bien un gen alterado, que ya han sido estudiados en otros
paises y se han relacionado con el dafio en el rifién en forma progresiva que condiciona la
necesidad de didlisis en pacientes con Diabetes Mellitus tipo 2, por lo tanto estdn presentes en
pacientes con insuficiencia renal, y esperamos que esté ausente en la mayoria de los pacientes con
Diabetes Mellitus sin Nefropatia diabética (sin dafio en el rifién por la Diabetes Mellitus), como es
el caso de usted, por lo que vamos a evaluar si la ausencia de estas alteraciones genéticas se
relaciona con menor dafio de sus rifiones. Ademas esperamos que en un futuro la determinacion de
este estudio nos sea de utilidad para saber desde un inicio el riesgo de llegar a insuficiencia renal y
en caso necesario dirigir tratamiento mas dirigido en prevenir la progresion del dafio y retardar lo

mas posible la necesidad de dialisis.

PARTICIPACION O RETIRO

Su participacidn en este estudio es completamente voluntaria. Si usted decide no participar, de
cualquier manera recibira la atencién 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 opinion, usted puede abandonar
el estudio en cualquier momento. El abandonar el estudio en momento que quiera no modificard
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 puncién, requerir mas de una puncién por toma,

76



formacion de moretdn, inflamacién o infeccion en el sitio de puncidn. Sin embargo le reiteramos
gue la toma de muestras sera solo una determinacién.

¢QUIEN UTILIZARA Y COMPARTIRA INFORMACION SOBRE MI PARTICIPACION EN ESTE
ESTUDIO?

Su nombre no sera divulgado fuera del hospital en donde usted estd siendo tratado (a). La
informacién que proporcione se almacenara en diferentes sitios bajo un nimero de cédigo, sin
que aparezca su nombre u otra informacion 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 informacion personal por al
menos 5 afos.

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 proteccién estricta de su informacién personal.

Usted tiene el derecho de ver sus registros. No obstante, si firma esta forma, quizds 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 recibird 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 participacidn en este estudio en libros, revistas, diarios y reuniones cientificas. Si
esto pasara nadie utilizarda su nombre u otra informacién que pudiera emplearse para

identificarle.
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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 revision de
investigacion, con el grupo de revision o con el comité de ética local de este hospital o clinica.
Estas agencias pueden emplear sus registros para verificar la informacién del estudio, cémo
estdn 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 investigacién,
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
21753y 21755.

Declaracién 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 satisfaccién. 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 comprendid la informacién descrita en este documento y libremente da su
consentimiento a participar en este estudio de investigacién.

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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ANEXO II-B.

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LOS CASOS
ACUERDO PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION

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

NOMBRE DEL ESTUDIO: ASOCIACION DEL POLIMORFISMO A1166C DEL GEN AT1R Y EL
POLIMORFISMO DEL GEN 1/D DE LA ENZIMA CONVERTIDORA DE LA ANGIOTENSINA CON
INSUFICIENCIA RENAL CRONICA EN PACIENTES CON DIABETES MELLITUS TIPO 2 EN
POBLACION MEXICANA

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

Lo (a) estamos invitando a participar en el estudio de investigacion denominado denominado
“Asociacion del Polimorfismo A1166C del gen ATIR y el Polimorfismo del gen I/D de la enzima
convertidora de angiotensina con Insuficiencia Renal Crénica en pacientes con Diabetes Mellitus
tipo 2” que se llevara a cabo en el servicio de Nefrologia de la UMAE Hospital de Especialidades
en el Centro Medico Nacional Siglo XXI.

Sabemos que hay muchos pacientes que a pesar de llevar una dieta muy estricta (baja en azucares
y grasas), hacer suficiente ejercicio fisico, y apegarse estrictamente al tratamiento ya sea con
hipoglucemiantes oral (pastillas tomadas) o aplicacion de insulina llegan a tener insuficiencia

renal (que no funcionen los rifiones) y requerir de tratamiento con Didlisis o Hemodidlisis. Se ha
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demostrado que estos pacientes tienen algunos polimorfismos (gen alterado) que explica el dano

del rifion independiente de como se haya cuidado.

Por lo tanto el proposito del estudio es determinar la prevalencia de los A1166C del gen AT1R y el
Polimorfismo del gen I/D de la enzima convertidora de angiotensina, los cuales son formas
distintas de un mismo gen o bien un gen alterado, que ya han sido estudiados en otros paises y se
han relacionado con el dafio en el rindén en forma progresiva que condiciona la necesidad de
dialisis en pacientes con Diabetes Mellitus tipo 2 como es el caso de usted, por lo que vamos a
evaluar si estas alteraciones genéticas se relaciona con el dafio de sus rifiones que le ocasiono la
necesidad de tratamiento como Didlisis Peritoneal o Hemodialisis. Ademas esperamos que en un
futuro la determinacion de este estudio nos sea de utilidad para saber desde un inicio el riesgo de
llegar a insuficiencia renal y en caso necesario dirigir tratamiento mas dirigido en prevenir la

progresion del dafio y retardar lo mas posible la necesidad de didlisis.

PARTICIPACION O RETIRO
Su participacion en este estudio es completamente voluntaria. Si usted decide no participar, de

cualquier manera recibira la atenciéon médica que suele recibir en el IMSS, y se le ofrecerdn los
procedimientos establecidos dentro de los servicios de atencion médica del IMSS.

Si en un principio desea participar y posteriormente cambia de opinion, 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.

Por favor, lea la informacion que le proporcionamos y haga las preguntas que juzgue pertinentes al
inicio o a lo largo del estudio.

Si usted acepta que se le determine la presencia de polimorfismos ya mencionados obtendremos
de las muestras de sangre tomadas necesariamente para su control un volumen adicional que no
rebasa los 5 mililitros de sangre ( equivalente a una cucharada cafetera. Como ocasionalmente
sucede en las tomas de muestras de sangre puede presentar dolor en sitio de puncion, requerir mas
de una puncion por toma, formacion de moreton, inflamacion o infeccion en el sitio de puncion.
Sin embargo le reiteramos que la toma de muestras es necesaria para el estudio genético y serd
solo una determinacién, la cual solo se utilizara para la determinaciéon de los genes ya
mencionados.
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¢QUIEN UTILIZARA Y COMPARTIRA INFORMACION SOBRE MI PARTICIPACION
EN ESTE ESTUDIO?

Su nombre no serd 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 afos.

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 informacion 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

o Usted NO recibira pago alguno por participar en este estudio.

Si firma esta forma:

e) 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.

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

g) 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 informacién que pudiera emplearse para identificarle.

h) 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 revision de investigacion,
con el grupo de revision o con el comité de ética local de este hospital o clinica. Estas agencias
pueden emplear sus registros para verificar la informacion del estudio, como estan haciendo el

estudio los investigadores, la seguridad de los participantes y los resultados del estudio.
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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 Dra. Ivonne Elizabeth Barcenas Arredondo al teléfono 56 27 69 00
extensiones 21753 y 21755.

Declaracién 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 satisfaccién. 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 comprendidé la informacidon 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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ANEXO I11. DEFINICION DE VARIABLES:

. Escala S .
Nombredela | Tipode . S Definicion Unidad de
: : de medi- | Definicion conceptual . o
variable variable cién operacional medicion
VARIABLES DEMOGRAFICAS
. . Tiempo transcurrido
o Tiempo transcurrido ..
Cuantitativ , . desde el nacimiento ~
Edad . Razéon | desde el nacimiento hasta . ARos
a continua hasta el registro del
el momento actual .
paciente
o Taxon que agrupa a . 1=Hombr
Cualitativa . xon que agrup Sexo consignado en la omb
Sexo N Nominal | especies que comparten : . e
dicotémica . hoja de registro _ .
ciertos caracteres 0 = Mujer
Relacion del peso en
o I Medida de asociaciéon | Kg con el cuadrado de
Indice de masa | Cuantitativ . )
. Razéon | entre el peso y la talla de talla en metros, Kg/m
corporal a Continua RS .
un individuo registrado durante las
consultas
Registro de presion
Presion arterial mayor arterial  sistlica
HIPERTENSION | Cualitativa | . | de 140-90mmHg de Y1 o0=No
ARTERIAL Dicotomica acuerdo a los criterios | diastélica  durante 1=Si
dela JNC 8 .
la entrevista
ili Identificacion en la
HISTORIA Antecedente  familiar . )
EAMILIAR  DE (padres, tios, abuelos) hoja de recoleccién
DIABETES TiPO | Cualitativa | g uo1 1 4o Diabetes Meliitus | de datos durante la | 0= NO
2 dicotomica _ 1=Si
tipo 2. entrevista.
Tiempo  transcurrido | Identificacion en la
TIEMPO DE _ _ _ B
EVOLUCION DE desde el diagnostico | hoja de recoleccion
DIABETES Cuantitativ | o . |de Diabetes Mellitus | de datos durante la| fios
a Continua

MELLITUS TIPO
2

Tipo 2.

entrevista.

&3




Retinopatia

_ . Pacientes con
proliferativa en| .
ont diagnostico de
RETINOPATIA o pacientes con . ,
Cualitativa | (o gy |77 Retinopatia 0=No
DIABETICA dicotémica diagnostico de| 1=Si
_ _ _ diabética por
Diabetes Mellitus tipo ]
B Oftalmélogo
2 de larga evolucién
Sistema de evaluacion | Se  evaluara los
de la esperanza de | puntos y el
vida a los diez anos, | porcentaje de
INDICE DE - -
COMORBILIDAD | Cuantitativ , en dependencia de la | mortalidad a 10 PUNTOS
. Razon . o
DE cHARLson | @ Continua edad en que se|afos con un Y0
evalla, y de las|cuestionario en la
comorbilidades del | hoja de registro
paciente. durante la entrevista
VARIABLE DEPENDIENTE
o ” Identificacion
Variacidn genética .
POLIMORFISMO ltat basado en la mediante
DEL GEN I/D cua |t§at|\(a . presencia (I) o genotlpac_:lon por 0=No
dicotdmic | Nominal . PCR en tiempo real .
ECA ausencia (D) de 287 . . 1=Si
a a partir de células
pares de bases en el mononucleares en
intron 16 del gen ECA
muestra venosa
Identificacion
POLIMORFISMO o Vgriacién genfétiC{a, mfedia_n,te
AIC DEL GEN cgalltgtl\(a ' debida a la §ust|tu0|on genotlpgmon por 0= No
dicotémic | Nominal de citosina por PCR en tiempo real )
AT1R . . . ) 1=Si
a adenina en la posicidn | a partir de células
1166 del gen ATR1 mononucleares en
muestra venosa
VARIABLE INDEPENDIENTE
DIABETES Paciente con diagnostico | Segun las Guias ADA,
MELLITUS TIPO de Diabetes Mellitus t?po nivel de glucosa
N SIN | Cualitativa ‘ 2 de acuerdo a las Guias | mayor de 126mg/dl en 0= No
. Nominal | dela ADA de masde5 ayuno o mayor de s
NEFROPATIA dicotémica ~ . N . 1=Si
DIABETICA afios de diagnostico sin | 200mg/dl en pacientes

nefropatia diabética
insipiente o establecida

con signos clasicos de
hiperglucemia, Hb
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glucosilada mayor de
6.5%

DIABETES
MELLITUS TIPO
2 CON
INSUFICIENCIA
RENAL
CRONICA

Cualitativa
dicotémica

Nominal

Paciente con
Insuficiencia Renal
Croénica secundaria a
Nefropatia diabética

Pacientes con IRC
secundaria a ND que
se encentren en
Terapia de sustitucion
renal con Dialisis
Peritoneal o
Hemodialisis
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