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RESUMEN

La enfermedad renal cronica (ERC), se caracteriza por el deterioro progresivo de la
funcion y alteracion estructural de la nefrona, que culmina en la mayoria de los
casos con esclerosis renal global irreversible, condicion fuertemente asociada a
didlisis y supervivencia reducida. El cotransportador ligado a sodio-glucosa 2
(SGLT2) es una proteina expresada principalmente en el tubulo proximal de la
nefrona y se ha visto que, en enfermedad renal cronica principalmente diabética, se
presenta una mayor expresion, generando un estado de hiperfiltracién tubular, que
incrementa la velocidad del deterioro renal. Los inhibidores de este cotransportador
han mostrado eficacia en la disminucion de la velocidad del deterioro renal al
disminuir principalmente la albuminuria, por lo que la identificacién de la expresion
de SGLT2 en enfermedad glomerular, comparado con rifiones sanos, podria
reconocer a pacientes potencialmente respondedores al tratamiento con inhibidores
de SGTL-2.

Objetivo: Determinar expresion de SGLT-2 en biopsias de tejido renal de pacientes

con enfermedad glomerular comparado con biopsias de tejido renal sano.

Métodos: Posterior a la autorizacion del protocolo por los comités institucionales,
del registro de pacientes del servicio de nefrologia y de histopatologia se
seleccionaron los bloques de biopsia de tejido renal de pacientes con
glomerulopatias y de rifiones trasplantados de donador vivo del periodo de
noviembre del 2019 a marzo del 2023, se ingresaron al estudio 130 pacientes que
cumplieron con los criterios de inclusién, se dividieron en dos grupos: sanos n:30,
glomerulopatias n:100, este ultimo se subdividié en 7 subgrupos dependiendo de
glomerulopatia analizada. Con técnica de inmunohistoquimica con anticuerpo
contra SGLT2, se identificd la expresion de SGLT-2. Del expediente clinico
registraremos las siguientes variables: Edad, sexo, peso, talla, comorbilidades (DM,
HAS, DLP, obesidad), depuracién de creatinina y de filtrado glomerular, proteinuria,

albuminuria y tratamiento médico.



Resultados: Se encontr6 en la base de datos 10 enfermedades glomerulares
diferentes, la hipertensién arterial sistémica se encuentra en mas de la mitad de la
poblacion de estudio, seguido de enfermedad autoinmune y diabetes mellitus, el
principal sindrome nefrolégico encontrado es el sindrome nefrotico, la
glomerulopatia mas frecuente diagnosticada por biopsia, es la nefropatia lupica,
seguida de nefropatia nodular diabética la cual presento, en el 63% otro patron de
lesion glomerular agregado, principalmente GFyS con variedad de la punta. La
expresion de SGLT2, se demostrdé con inmunotincidn con anticuerpo anti-SGLT2,
en la muestra de control de tejido renal sano, hay expresion principalmente tubular,

lo que es espero fisiolégicamente.

Con respecto al objetivo general del estudio, aun no podemos comparar la expresion
de SGLT-2 entre tejido renal de glomerulopatias y tejido renal sano, ya que solo
hemos podido estandarizar la técnica de inmunotincion en tejido desparafinado, por
falta de anticuerpo anti-SGLT2, no se puede realizar la inmunohistoquimica del resto
de la muestra, el plan es que al obtener mas recursos, se realice la medicién de
expresion del receptor y sera interesante ver como se relacionan con la enfermedad
glomerular, ademas se asociar variables como el grado de proteinuria/albuminuria,
diabetes, el uso de farmacos que bloquean el sistema renina angiotensina

aldosterona, esperamos tener estos resultados a finales del mes de agosto 2023.

Conclusiones: Encontramos multiples enfermedades glomerulares en la muestra
de estudio, siendo con mayor incidencia nefritis lupica, el sindrome nefrotico sigue
siendo la presentacioén clinica con mas frecuente, dentro de las comorbilidades mas
frecuentes se encuentran, hipertension arterial sistémica, enfermedades
autoinmunes y diabetes mellitus. La nefropatia nodular diabética se encontré con
mayor relacion con otros patrones de lesion glomerular comparado con lo reportado

en la bibliografia y la nefropatia por IgA tiene baja incidencia en nuestra poblacion.

Con lo que respecto a la expresion de SGLT2, la cual se demostré con
inmunotincion con anticuerpo anti-SGLT2, en la muestra de control de tejido renal

sano, hay expresién principalmente tubular, que es lo esperado fisiologicamente.



ABREVIATURIAS

AAV. Vasculitis asociada a ANCA

ANCA. Anticuerpos anticitoplasma de neutrdfilos

Anti-GBM. Anticuerpos contra la membrana basal glomerular.
AMP. monofosfato de adenosina

AMPc. monofosfato de adenosina ciclico.

ARN. Acido ribonucleico

ARNm. Acido ribonucleico mensajero

DM: Diabetes mellitus

DLP: Dislipidemia

ATP. Adenosin Trifosfato de Adenosina

CFTR. regulador transmembrana de la fibrosis quistica.

CrS. Creatinina sérica

C3G. Glomerulopatia C3

ECM. Enfermedad de cambios minimos

ERC. Enfermedad renal cronica

GBM. Membrana basal glomerular.

GFyS. Glomeruloesclerosis focal y segmentaria

GLUT1,2,3, 5, 9, y 11: Transportador de glucosa cerebral de tipo 1, 2, 3, 5, 9, y 11
GN. Glomerulonefritis

GNMP. Glomerulonefritis membranoproliferativa

HAS. Hipertension arterial sistémica.



HIF. Factor inducible por hipoxia

IC-GNMP. Glomerulonefritis membranoproliferativa mediada por inmunocomplejos
iISGLT2. Inhibidores del cotransportador de sodio-glucosa 2

Km: Constante de Michaelis-Menten.

LES. Lupus eritematoso sistémico

LLC-PK1. células cultivadas del tubulo proximal

NHE3: transportador Na*/Pi- lla, intercambiador Na*/H* tipo 3
NHERF3. proteina asociada al terminal C del cotransportador Na/Pi

NIgA. Nefropatia por inmunoglobulina A

NL. Nefritis lupica.

NM. Nefropatia membranosa

MAP17. proteina asociada a la membrana.
MAPK. Proteina quinasa activada por mitdgenos
mM: Milimolar.

PDZK1. gen de la NHERF3

SGLT2. cotransportador de sodio-glucosa 2

SLC2A. gen que codifica al GLUT2.

SSSF. familia de simportadores de sustrato de sodio
SRAA. Sistema renina angiotensina aldosterona
TFG. Tasa de filtrado glomerular.

TM: dominio transmembrana.

VIgA. vasculitis por inmunoglobulina A



INTRODUCCION
En la Diabetes mellitus (DM) se incrementan los niveles de glucosa en sangre y por

ende las cantidades de glucosa filtrada por los riflones, lo que aumenta la carga de
glucosa tubular, con un estado de hiperfiltracién, asociado a un aumento en la
capacidad de transporte de glucosa del 20 a 30 %, con expresion de la proteina
renal de SGLT2 aumentada entre un 40 y 80 % en las primeras etapas de los

modelos genéticos de ratén con DM. '

El bloqueo de cotransportadores de glucosa ha demostrado en modelos de ratones
reducir la tasa de filtrado glomerular (TFG) que es una cuantificacion de funcidn
renal calculada mediante formulas, independientemente de la reduccidon de la
glucosa sérica, ademas de atenuar la albuminuria y la inflamacién en el rifién. 2 En
revisiones sistematicas y ensayos clinicos se ha demostrado que los inhibidores
de SGLT2 (iISGLT2) retrasan la progresion de la enfermedad renal, especialmente
en pacientes con diabetes tipo 2, al reducir principalmente la albuminuria y el estado
de hiperfiltracion tubular. 312

No obstante, pesar de que la expresion de SGLT2 se encuentra alterada en
condiciones de hiperglicemia, en modelos experimentales in vitro e in vivo, no queda
muy clara la hipdtesis de la expresion de SGLT2 en tejido renal con enfermedad
glomerular de origen no diabético.'? Por lo que se realizo la presente investigacion
para comparar la expresion de esta proteina cotransportadora de glucosa en
biopsias de pacientes no diabéticos con enfermedad renal cronica glomerular
versus biopsias cero la cual se toma al momento de colocar el injerto renal, en
pacientes con trasplante renal vivo, al ser de donador sano y con funcién renal
normal, se considera tejido renal sano, para identificar la posibilidad de utilizar la
sobreexpresiéon de SGLT2 como diana terapéutica en la enfermedad glomerular

primaria o secundaria.
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MARCO TEORICO
En mamiferos, el movimiento de entrada y salida de glucosa de las células se lleva

a cabo mediante los transportadores de glucosa en la membrana celular. Los

transportadores se pueden dividir en 3 tipos de acuerdo con su funcién y

estructura’3-17:

1. GLUTs: operan mediante difusion facilitada.

2. ElI SGLT operan mediante transporte activo acoplado a sodio en contra de un
gradiente de concentracion.

3. SWEET: proteina candidata al eflujo de glucosa en enterocitos y hepatocitos.

GLUT 1

GLUT1 se encuentra en alta densidad en los eritrocitos, cerebro, barrera hemato-
encefdlica, y tejido fetal’®. Es una de las proteinas transmembrana mas
ampliamente estudiada. Sus sustratos predominantes son glucosa, galactosa,

manosa, glucosamina’®2°,

Posee un constante de Michaelis (Km) el cual nos indica la concentracion de
sustrato a la cual la velocidad de reaccion es la mitad de la velocidad maxima, para
influjo de glucosa de 2 milimolar (mM) que es la fraccion decimal de un molar,

significativamente menor que las concentraciones séricas de glucosa?'.
GLUT 2

Se encuentra en alta densidad en tejido hepatico, células beta pancreaticas,
intestino y otras lineas celulares provenientes de endodermo??. Sus sustratos son
glucosa, fructosa, galactosa, manosa, glucosamina?’. Posee un Km de 20 mM para
la glucosa y de 67 mM para fructosa?'. La glucosa y fructosa entran a la circulacion
portal por un transporte facilitado por GLUT223. En higado, GLUT2 capta fructosa
de la circulacion portal por lo que sus concentraciones en sangre periférica son
bajas?*. Las mutaciones de GLUT2 en la membrana basolateral de las células del

tubulo proximal induce glucosuria®.
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GLUT 3

Se encuentra predominantemente en tejido encefalico?®. El Km suele ser 1 a 2 mM
por debajo de las concentraciones de glucosa en sangre?'. Sus sustratos son
glucosa, galactosa, manosa y xilosa®’. Se regula al alza en condiciones de hipoxia
mediada por la transcripcién del factor inducible por hipoxia (HIF)??, asi como por la
deplecion intracelular de ATP%,

GLUT 4

Se expresa en tejidos sensibles a insulina como tejido adiposo, musculo esquelético
y corazon. Su Km es similar a las concentraciones séricas de glucosa en sangre en
ayuno y no cambia con el efecto de la insulina?®, de especial interes en diabetes y

sindromes de resistencia a la insulina. Sus sustratos son glucosa y glucosamina®.
Otros GLUTs

GLUT5 posee mayor afinidad para glucosa que para glucosa?’, y es abundante en
intestino delgado, riidn y espermatozoides, con menor expresion en tejido adiposo
y musculo®*3!. GLUT7 y 11 tienen la misma afinidad para glucosa que para fructosa.
GLUT9 posee mayor afinidad para fructosa, aunque también transporta urato®.
Otros tipos de GLUT han sido menos caracterizados.

Transporte renal de glucosa

El glomérulo filtra aproximadamente 180 gr de glucosa al dia®, y menos del 1% de
la glucosa filtrada debe aparecer en orina. Después de la absorcion intestinal de
glucosa, los riflones liberan aproximadamente el 20% de la glucosa corporal total,
es responsable del 40% de la gluconeogénesis en tubulo proximal, y libera
aproximadamente el 50% de la glucosa circulante en condicién de ayuno®. La
capacidad reabsortiva renal se da principalmente en el tibulo proximal®®. Debido a
que la glucosa es una molécula hidrofilica, la membrana lipidica de las células es
impermeable a ella. El rindn expresa dos diferentes tipos de transportadores de
glucosa: los transportadores de solutos SLCS, conocidos como cotransportadores
sodio-glucosa (SGLT), y los transportadores SLC2A (GLUTs)%. Los primeros se

1
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expresan en la membrana apical, mientras los GLUTs se expresan en la membrana

basolateral.
Transportadores sodio-glucosa (SGLT)

Se han identificado cerca de 220 transportadores SLC5, cuyas proteinas son
también conocidas como familia de simportadores de sustrato de sodio (SSSF)¥,
de las cuales 12 transportadores se han identificado en el genoma humano3,
Dichas proteinas ademas de glucosa pueden transportar otros sustratos como
acidos grasos de cadena corta®®. Sin embargo, a nivel renal se expresan 2: SGLT1
(SLC5a1) y SGLT2 (SLC5a2).

El SGLT1 transporta glucosa y galactosa, posee alta afinidad (Km 0.35 mM) y baja
capacidad; SGLT2 transporta glucosa, tiene baja afinidad (Km 1.1 mM) y alta
capacidad®. SGLT1 y SGLT2 poseen 14 dominios transmembrana (TM1 — TM14)
que favorecen el gradiente para el transporte acoplado de sodio y glucosa; el
gradiente intracelular es secundario al efecto de la Na*/K* ATPasa de la membrana

basolateral, por lo que el mecanismo de transporte es activo secundario.
SGLT1

SGLT1 posee la misma capacidad de transporte para glucosa o galactosa y sodio,
con estequiometria 1:2. Reabsorbe 10% de la glucosa filtrada, esencialmente en el
segmento S3 del tubulo proximal*?. Los dominios TM1 — TM5 y TM6 — TM10 forman
una estructura repetida invertida. En la estructura de SGLT1, una region estrecha
(vestibulo) se extiende desde la porcion citosoélica hacia la zona de unién con el

sustrato, mostrando una conformacion de apertura intracelular*'.

SGLT1 acopla el transporte de 2 moléculas de Na* con 1 molécula de glucosa. El
sitio de union a Na* se encuentra en TM1 en una zona opuesta al sitio de union a
glucosa, y es requisito para la absorcion de glucosa que primero se de el
acomplamiento del Na*#?. El sitio de union de la glucosa se encuentra en residuos
de serina, asparagina y treonina en la porcioén intracelular de TM1, TM5 y TM843,

SGLT1 tiene un pool de vesiculas endociticas intracelulares que pueden adherirse

1
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rapidamente a la membrana celular. Su expresion es estimulada por la proteina
cinasa A y es inhibida por la proteina cinasa C*45. Ademas del rifién, SGLT1 se
expresa en el intestino, glandulas salivales, y glandulas mamarias. En el epitelio
intestinal es responsable de la captura de glucosa“.

SGLT2

El transportador SGLT2 se clond por vez primera en 1992 en el laboratorio de Wells
y cols*®, aunque su funcion no fue del todo esclarecida hasta los reportes de
mutaciones del gen SLC5A2 en pacientes con glucosuria familiar. SGLT2 tiene
capacidad de transportar glucosa y sodio con estequiometria 1:1. Reabsorbe el 90%
de la glucosa filtrada en los segmentos S1y S2 del tubulo proximal“°.

Su expresion es casi exclusiva del rindbn. Comparte una homologia estructural con
SGLT1 del 60%. La funcion de SGLT2 depende de la proteina de membrana MAP17
que coadyuva en la intensa activacion del transportador sin cambiar el numero de

proteinas presentes en la membrana celular*’48,

La pérdida de funcion del gen de SGLT2 o MAP17 tiene como consecuencia el
desarrollo de glucosuria renal familiar*®-5'. MAP17 tiene interaccion con la proteina
intracelular PDZK1 (también conocida como NHERF3), la cual a su vez interacciona
con otros transportadores como el regulador transmembrana de la fibrosis quistica
(CFTR), transportador Na*/Pi~ lla, intercambiador Na*/H* tipo 3 (NHE3),
intercambiador Cl/formato y el intercambiador urato/anion®-%%, Por tanto, la
interaccidon directa de MAP17 con el cuarto dominio PDZ de la proteina PDZK1
acercaria a SGLT2 con otros transportadores en la proximidad® como NHE3, lo que
a su vez regularia a la alza al simportador Na*/HCOg', influyendo en la regulacion
de la homeostasis acido-base®’, pudiendo formar parte de un complejo:
SGLT2/PDZK1/NH3%. A la fecha, no se ha detectado una directa interaccion entre
MAP17 y SGLT1, pero si entre MAP17 y SGLT3%’.

El AMPc incrementa la actividad de SGLT2 en aproximadamente el 200%, la
proteina cinasa C incrementa la actividad en 50%, mientras la insulina induce un

aumento del 250% en el transporte de Na* y glucosa*?°,
I —
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Expresion de SGLT en tejido renal

La evidencia actual sugiere que el umbral de reabsorcion renal de SGLT2 en
humanos y modelos murinos con diabetes se encuentra incrementado en estados
de hiperglicemia®. Asi mismo la expresion de la proteina y ARN mensajero (mARN)
se incrementa en células cultivadas de tubulo proximal de individuos con diabetes
comparado con individuos sin diabetes®!. La expresién del mRNA de SGLT en
modelos murinos con diabetes persiste incrementada a pesar del deterioro de la
funcion renal®. Estos hallazgos son relevantes al demostrarse eficacia de la
inhibicion de SGLT2 aun en pacientes con tasa de filtrado glomerular reducida (>

25 ml/min).83

Sin embargo, la expresion de SGLT2 no se limita a la region tubular proximal. Las
células del epitelio proximal pueden presentar un efecto metaplasico hacia la zona
de las células parietales de la capsula de Bowman, lo que se ha conceptualizado
como “capsula de Bowman tubularizada”, las cuales ya se han identificado hace 20
afnos por el grupo de investigacion de Lindop mediante analisis de microscopia

electrénica®.

Recientemente, Tabatabai y cols, demostraron, en un modelo murino, la expresion
de SGLT en la capsula de Bowman tubularizada desde el polo urinario hasta el polo
vascular, con la consecuente capacidad de reabsorcion de glucosa dentro del
corpusculo renal antes de su paso por el tubulo proximal, lo que puede alterar las

concentraciones distales de glucosa luminal®.

Las concentraciones luminales de glucosa regulan de forma dinamica la expresion
del cotransportador. Sunilkumar y cols, demostraron que la actividad de SGLT en
células cultivadas del tubulo proximal (LLC-PK1) fue significativamente menor en un
medio con 17.5 mM de glucosa comparado con un medio con s6lo 5 mM de glucosa,
siendo el cotransportador SGLT2 el responsable de la menor reabsorcion celular de
glucosa, efecto mediado por la reduccion intracelular de AMP ciclico e
hipofosforilacion de p38 y la proteina MAPK®®.
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Albertoni-Borghese y cols, evaluaron un modelo de diabetes inducida por
estreptozotocina en ratas Wistar, detectando que la expresion de SGLT2 fue
persistentemente menor independientemente de los dias desde los que se
administré el farmaco, que puede ser por un mecanismo protector ante la

hiperglicemia o bien a modificaciones estructurales del sitio activo de la proteina®’.

La evaluacion de la expresion proteica de SGLT2 no se ha limitado a muestras de
tejido renal. Rahmoune y cols., utilizaron cultivo de células del epitelio proximal
exfoliadas obtenidas a partir de un método de aislamiento inmunomagnético de la
orina. En un ambiente de cultivo hiperglicémico de pacientes con diabetes tipo 2,
las células del epitelio proximal cultivadas expresaron de forma significativa mas

SGLT2 y GLUT2 comparado con muestras obtenidas de individuos sanos®’.

Los efectos de la expresion aumentada de SGLT2 pueden inducir a una disminucién
marcada de la sobrevida de la célula tubular proximal. Aparentemente el efecto es
secundario a la inhibicién de la expresion de Sirtuina-1 (SIRT1) mediado por el
incremento de la captacion celular de glucosa por SGLT2 en un medio de cultivo
hiperglicémico, y potenciado por la via de GLUT2 y factor nuclear del hepatocito 1-
a8, Este efecto fue inhibido satisfactoriamente con la adicion de canagliflozina al
medio de cultivo hiperglucémico.

Recientemente, Srinivasan-Sridhar y cols., evaluaron las diferencias de expresion
de mRNA de SGLT2 de varias enfermedades renales comparandolas con controles
sanos de 2 importantes cohortes: Banco Renal Europeo de ADN complementario
(ERCB) y Red de Estudio de Sindrome Nefrético (NEPTUNE). De la cohorte ERCB
se obtuvieron 191 muestras de tejido (98 tejidos de glomérulos y 93 tejidos de
tubulointersticio); de la cohorte NEPTUNE se obtuvieron 124 muestras de tejido de
pacientes con diferentes glomerulopatias (40 con nefropatia membranosa, 21 con
enfermedad de cambios minimos, 40 con glomeruloesclerosis focal y segmentaria,
23 con nefropatia por IgA). Entre los pacientes de la cohorte ERBC, la expresion de
MRNA de SGLT2 en tubulos y glomeérulos fue significativamente mayor en controles
sanos y significativamente menor en pacientes con enfermedad renal diabética. La

expresion tubular tuvo correlacién positiva débil con la tasa de filtrado glomerular
I —
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estimada mediante MDRD vy la hemoglobina glucosilada (r= 0.33 y 0.34,
respectivamente; p < 0.05), y tuvo correlacion negativa débil con fibrosis intersticial
(r= 0.21, p < 0.05). En la cohorte NEPTUNE, no se identificaron diferencias de

expresion entre las diferentes glomerulopatias incluidas™®.

Otro estudio clinico relevante fue llevado a cabo por el grupo de investigacion de
Solini y cols., quienes evaluaron tejido renal obtenido por nefrectomia por cancer
renal (TTNOMO) de 19 pacientes con diabetes tipo 2 y pareados por edad y tasa de
filtrado glomerular con 20 pacientes sin diabetes. Se determino la expresion de
SGLT1, SGLT2, GLUT1 y GLUTZ2, mediante técnica de PCR en tiempo real y
valoracion de tejido con inmunohistoquimica. En todo el tejido renal, se detecto
acoplamiento de expresion entre SGLT2-GLUT2 y SGLT1-GLUT1, con expresion
significativamente menor en pacientes diabéticos comparados con sus pares

controles™.

En un analisis reciente de Hakroush, Samy et al., donde tratan de comparar la
expresion de SGLT-2 en vasculitis renal y nefritis lupica, con deteccion de ARNm
de SGLT2 (codificados por SLC5A2 ) ademas de inmunotincion, en muestras de
tejido renal del compartimiento tubo intersticial de 31 controles sanos, 17 con
nefropatia diabética, 25 con NIgA, 21 con vasculitis renal y 32 con nefritis lupica y
compartimentos glomerulares de 21 controles sanos, 12 con nefropatia diabética,
27 con NIgA, 23 con vasculitis renal y 32 con nefritis lupica. Se realizo analisis
comparativo. En vasculitis renal y nefritis lupica, la expresion del ARNm
de SLC5AZ2 tubulointersticial fue significativamente mayor en comparacion con el
compartimento glomerular (p<0,0001) y curiosamente, la funcion renal se
correlaciond positivamente con la expresion de ARNm de SLC5A2. En comparacion
con los rifiones de control sanos, se detectd una reduccion significativa de los
niveles de expresion del ARNm de SLC5AZ2 tubulointersticial en la nefropatia
diabética (p = 0,01), mientras que la NIgA, la vasculitis renal y la nefritis lupica no
difirieron significativamente. Por el contrario, e/ SLC5AZ2 glomerular se redujo
significativamente en la nefropatia diabética (p=0,0005), IgAN (p=0,0003), vasculitis
renal y nefritis lupica (p<0,0001). no se observé ninguna asociacion entre la funciéon

1
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renal y SLC5A2 en la nefropatia diabética y la NIgA. En resumen, este analisis
comparativo reveld una expresion tubulointersticial predominante de SGLT-2 en
vasculitis renal y nefritis lupica. Ademas, la peor funcion renal se correlacion6 con
la pérdida de la expresiéon de SGLT-2 tubulointersticial, particularmente en la

vasculitis renal y la nefritis lupica’.

En resumen, a pesar de que la expresiéon de SGLT2 se encuentra alterada en
condiciones de hiperglicemia, en modelos experimentales in vitro o in vivo y en
analisis de tejido, hay reportes que indican una disminucion de la expresion de
MRNA de SGLT2 mientras que otros han reportado una marcada sobre expresion

de la misma.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
En México, cerca del 10% de los habitantes presenta algun grado de dafno renal y

menos del 50% busca atencidon médica oportuna. Actualmente, la estrategia
terapéutica esta basada en el control de factores de progresion como el tabaquismo,
obesidad, habitos alimentarios, control de tension arterial, control glicémico y uso
de farmacos que modifican el curso de la enfermedad como los bloqueadores del
eje  renina-angiotensina-aldosterona, antagonistas  del receptor  de
mineralocorticoides e inhibidores del SGLT2. Este ultimo ha modificado de forma
importante el prondstico de progresion en pacientes con enfermedad renal crénica
diabética,.?"'2 6263 teniendo como sustento que hay aumento de la expresion de
SGLT2 en tejido renal con nefropatia diabetica.’> Sin embargo, en otras
glomerulopatias, la efectividad de los inhibidores de SGLT2 no ha sido clara y los
efectos de la hiperfiltracion dados por el SGLT2 en ausencia de hiperglicemia
continua siendo una de las causas de progresion del dafio renal.® Por lo que se
plantedé determinar la expresion de SGLT2 en tejido renal con enfermedad
glomerular, comparado con tejido renal sano, describiendo las caracteristicas de la

expresion. Con la siguiente pregunta de investigacion.

PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢ Cual es la diferencia en la expresion de SGLT-2 en tejido renal en pacientes

con enfermedad glomerular comparado tejido renal sano?

19



JUSTIFICACION

El dafio glomerular cuando evoluciona a cronicidad, la gran mayoria de los

pacientes necesita de sustitucion de la funcidn renal con dialisis, hemodialisis o
trasplante renal. En pacientes diabéticos la hiperglicemia persistente incrementa la
expresion SGLT2, respondiendo apropiadamente al tratamiento de farmacos
inhibidores de esta proteina renal. Sin embargo, en pacientes con glomerulopatias
de origen no diabético, en diferentes modelos experimentales y ensayos clinicos no
se ha llegado a un consenso sobre la expresion de SGLT2, ademas del posible
impacto que tiene el uso de iISGLTZ2, para intentar reducir el avance de la patologia

renal.

Se propuso la presente investigacion para comparar la expresion de esta proteina
cotransportador de glucosa en biopsias de pacientes diabéticos y no diabéticos con
enfermedad renal crénica glomerular versus biopsias cero de pacientes con
trasplante renal vivo, para identificar la posibilidad de utilizar la sobreexpresion de
SGLT2 como diana terapéutica en la enfermedad glomerular primaria o secundaria

en futuros ensayos clinicos.
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HIPOTESIS
H1: La expresion de SGLT-2 en biopsias de tejido renal de pacientes con
enfermedad glomerular comparado con biopsias de tejido renal sano es

significativamente diferente.

Ho: La expresion de SGLT-2 en biopsias de tejido renal de pacientes con
enfermedad glomerular comparado con biopsias de tejido renal sano no es

significativamente diferente.
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OBJETIVOS
General:
Comparar la expresiéon de SGLT-2 en biopsias de tejido renal de pacientes con

enfermedad glomerular y de biopsias de tejido renal sano.

Especificos:
En biopsias de tejido renal de pacientes con enfermedad glomerular y de pacientes

sometidos a trasplante renal vivo relacionado conocer:

- La expresion renal de SGLT2.
- El grado de tasa de filtracion glomerular
- La etiologia de la patologia renal

- Las caracteristicas demograficas
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METODOLOGIA
DISENO DE LA INVESTIGACION.

Disefio del estudio: Se realizo, estudio transversal, descriptivo analitico de casos y

controles, de noviembre del 2019 a mayo del 2023, Se describid las caracteristicas
clinicas y bioquimicas de la poblacion en estudio, la expresion de SGLT2 en el tejido
renal, con posterior correlacion de las variables para conocer el grado de asociacion

tanto positiva como negativa.

DEFINICION DE LA POBLACION
Pacientes en los que se obtuvo tejido renal por medio de biopsia percutanea, por

cursar con sindrome glomerular, glomerulopatia primaria o secundaria, tejido de
injerto renal obtenido por biopsia protocolaria en ausencia de enfermedad renal
manifiesta en donador renal, en el periodo comprendido entre noviembre 2019 a
mayo 2023.

Universo de trabajo: Pacientes referidos al departamento de nefrologia y trasplante
renal del CMN 20 de Noviembre en el periodo comprendido del 2019-2023

Grupo de casos: Pacientes con biopsia de tejido renal con enfermedad glomerular

primaria o secundaria
Grupo de control: Paciente con biopsia de tejido renal protocolaria de donador vivo.

CRITERIOS DE INCLUSION

Tejido renal de pacientes con enfermedad glomerular primaria o secundaria

obtenido por biopsia renal percutanea de noviembre 2019 a mayo 2023, indicada

por sospecha de:

- Glomerulopatias primarias.
o Nefropatia membranosa.
o Glomeruloesclerosis focal y segmentaria.
o Enfermedad de cambios minimos.
o Nefropatia / vasculitis IgA.
o Vasculitis de pequeiio vaso asociada a ANCA.

o Nefritis lupica.
I —
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o Glomerulonefritis membranoproliferativa

o Glomerulonefritis por anticuerpos contra MBG
- Glomerulopatias secundarias (enfermedades sistémicas)
- Sindrome glomerulares

o Sindrome nefrético

o Sindrome nefritico
Tejido renal de pacientes donadores vivos, sometidos a nefrectomia por trasplante
renal vivo de noviembre del 2019 a mayo del 2023. En los cuales se realiza biopsia
renal cero (inicial) al momento de nefrectomia de forma protocolaria para tener

estado histoldgico inicial del injerto renal.

o Mayores de 18 afos
o Sin datos clinicos ni histolégicos de lesion renal aguda.

CRITERIOS DE EXCLUSION
- Pacientes que en tejido renal presenta datos de esclerosis global.

- Alteraciones que modifican la expresion de SGLT2 en tejido renal:
o Pacientes en terapia de soporte de la funcion renal en los ultimos 6 meses
o Pacientes con falla cardiaca crénica descompensada, insuficiencia
hepatica descompensada, cancer, infeccion en los ultimos 30 dias y
enfermedad poliquistica renal.

CRITERIOS DE ELIMINACION
- Muestra de tejido insuficiente para analisis histologico, inmunohistoquimico y
PCR.

- Informacién insuficiente en el expediente clinico
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TAMANO DE MUESTRA

Muestreo no probabilistico de acuerdo con los criterios de seleccidn

Calculo de la muestra.

En ensayos clinicos de pacientes sin glomerulopatia se ha observado una
proporcion de expresion de SGLT2 de 15% y con glomerulopatia de 50%.
Asumiendo encontrar proporciones similares en biopsias de pacientes con y sin
glomerulopatia, utilizando una férmula para diferencias entre 2 proporciones, para
un poder de 0.80 y un error tipo 1 de 0.,05 se requiere una poblacién de 62 pacientes

distribuidos de la manera siguiente:
Biopsias de pacientes con glomerulopatia: 31

Biopsias de pacientes cometidos a trasplante renal: 31

P, (1-P,) +P, (1-P,) ap
(P,-P,)’

n=

Dénde: P1: 15%; P2: 50%; [ap: 10
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DEFINICION DE VARIABLES

VARIABLE DEFINICION CONCEPTUAL TIPO DE ESCALA DE UNIDAD
VARIABLE MEDICION DE MEDICION
Edad Numero de afios de una persona Cuantitativa Continua Afos
Sexo Género biolégico de una persona | Cualitativa Dicotémica Masculino/femenino
(masculino/femenino)
Peso Medida en kilogramos de masa de un | Cuantitativa | Continua Kg
paciente
Talla Medida de calculo de estatura de un | Cuantitativa Continua cm
paciente
indice de masa | Valor obtenido a partir de los kilogramos | Cuantitativa Continua Kg/m?
corporal del paciente divividos entre la talla en
metros al cuadrado
Glomerulopatias Enfermedades afectan a la estructura y | Cualitativa Nominal e  Nefropatia por

funcién del glomérulo. se categorizan en
aquellas que afectan al riidn de forma
primaria y aquellas en las que la afectacion
renal es parte de una alteracion sistémica

(secundarias).

IgA

. Nefropatia
membranosa

. Enfermedad de
cambios minimos

. Glomeruloesclero
sis focal y
segmentaria

. Glomerulonefritis
relacionada con
infecciones.

. Glomerulonefritis
membranoprolife-
rativa

e  Vasculitis
asociada a
ANCA.

. Nefritis lupica.

. Glomerulonefritis
por anticuerpos
contra MBG

. Nodular diabética.
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Tejido renal El es material histolégico obtenido por | Cualitativa Nominal. Numero de glomérulos
medio de biopsia renal que pueda Grado de fibrosis
examinarse con un microscopio en busca intestinal.
de expresion de SGLT2. Grado de inflamacién

intersticial.
Grado

Hipertension Enfermedad sistémica caracterizada por | Cualitativa Dicotémica Si/no

arterial una presion arterial sistémica > 140/90
mmHg segun la ESH

Tasa de filtrado | Cuantificacion de funcion renal medida | Cuantitativa | Continua ml/min

glomerular (CKD- | mediante formula CKD-EPI

EPI)

Albuminuria Exceso de albumina en la orina Cuantitativa Continua Mg/24 horas

Creatinina Biomarcador util para el diagndstico de | Cuantitativa Continua mg/dL
enfermedad renal (mg/dL)

Tratamiento  con | incluyen los inhibidores de la enzima | Cualitativa Dicotémica Si/no

bloqueo de sistema | convertidora de angiotensina (ECA), los

renina angiotensina | bloqueadores de los receptores de

(SRAA) angiotensina (BRA) y los inhibidores de la
renina y aldosterona.

Tratamiento Farmacos utilizados en contexto de | Cualitativa Dicotomica Si/no

inmunosupresor glomerulopatias primarias y secundarias.

Inmunotincién  de | Tincién del tejido renal desparafinado con | Cualitativa Ordinal 1: Leve intensidad

SGLT2 anticuerpo dirigido contra SGLT2 2: moderada intensidad

3: severa intensidad.

ARNmM Medicion de codificacion de secuencia de | Cuantitativa Continua Copias.

aminoacidos de SLC5A2 por PCR.
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TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS PARA EMPLEAR.
Posterior a la autorizacién del protocolo por los comités de Investigacion, Etica y

Bioseguridad, se explico las caracteristicas del estudio y se firmé consentimiento
informado del paciente que cumplié con los criterios de inclusidén y testigos. Se
contactaron por medio de trabajo social o en consulta externa de nefrologia.

En los bloques de biopsias renales de los pacientes que firmaron consentimiento
informado, ubicadas en el servicio de patologia del CMN 20 de Noviembre, se
realizaron cortes de tejido de 2 micras con microtomo. Posteriormente se realizaron
los siguientes procesos:

Inmunotincion:

Se realizo Inmunohistoquimica con Anti-SGLT-2 (ab85626) anticuerpo policlonal de

conejo reactivo con humano.
Proceso:

Paso 1: Desparafinacién y deshidratacion con etanol (EtOH) al 100, 96, 80, 70, 50%
y TBS + Triton 0.025% (TBST).

Paso 2: Recuperacion antigénica. Buffer Citratos pH=6; 0.01M (90°C x 35 min).
Paso 3: Enfriamiento 30 min, posteriormente lavados con TBST (2 x 3min).

Paso 4: Bloqueo peroxidasa endogena H202 5 min, posteriormente lavados
conTBST (3 x 2min).

Paso 5: se realiza un bloqueo antigénico con Background Blocker por 5 min.

20uL Ab 1° - anti- SGLT2 (1:20) overnight 4°C (en camara humeda).- Kit

Posteriormente lavados (3x2min).

Paso 6 se realiza marcaje con PolyVue enhancer (10min) posteriormente lavados
(3x2min).

Paso 7 se realiza marcaje con PolyVue HRP (10 min) posteriormente lavados
(3x2min).
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Paso 8 se aplica cromégeno (5-15min) (DAB 10% en Buffer) — Kit posteriormente
lavado rapido (1 lavado 15 seg).

Paso 9 se aplica tincion de Hematoxilina 1 min (el tiempo es variable).

Paso 10 se realiza Viraje con Li2CO3 sat (Carbonato de Litio) (Pasada rapida).
Paso 11: se aplica H20 desionizada.

Paso 12: Deshidratacion (EtOH 50, 70, 80, 96, 100) 3 min c/u.

Paso 13: se aplica Xilol.

Paso 14: Montaje microscopia de luz.

Se realiza testigo (negativo) en tejido de Mama, que sabemos que no expresa
SGLT2. Figura 1.

Tejido renal con tincidn. Figura 2y 3.

Del expediente clinico se registraron las siguientes variables: Edad, sexo, peso,
talla, comorbilidades (DM, HAS, DLP, obesidad), depuracion de creatinina y de
filtrado glomerular, proteinuria, albuminuria, tratamiento médico.

Se realizo registro de variables y tabulacion en el programa Microsoft Excel.

CONDICIONES DE BIOSEGURIDAD PARA EL PACIENTE:
La realizacién de este estudio no represento ningun riesgo para los pacientes, ya

que el tejido que se estudié se tomo a partir de biopsias realizas previamente como
parte del diagnostico y seguimiento al tratamiento de enfermedad glomerular de los
pacientes que cumplieron con los criterios de inclusién. La inclusion de estos
pacientes en este estudio no afecto al diagndstico y/o tratamiento de este, se tomé
una porcion de 2 a 3 mm a partir de la biopsia para su estudio en el marco del
protocolo. Esto se realizoé siempre y cuando no afecto al diagnostico histopatolégico
que se requirid para la atencion meédica y seguimiento del paciente
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CONDICIONES DE BIOSEGURIDAD PARA LOS INVESTIGADORES:

El manejo adecuado de tejido renal para su analisis por inmunohistoquimica fue
acorde con las medidas de bioseguridad establecidas en la NORMA Oficial
Mexicana NOM-087-ECOL-1995, Que establece los requisitos para la
separacion, envasado, almacenamiento, recoleccion, transporte, tratamiento y
disposicion final de los residuos peligrosos bioldgico-infecciosos que se generan
en establecimientos que presten atencién médica. Los RPBIs generados, se
manejaron acorde a la NOM antes mencionada. Los investigadores en el
laboratorio utilizaron Equipo de Proteccion Personal (Bata de algodon, guantes
de latex).

Por cuestiones de Pandemia COVID19, se uso cubrebocas en espacios

cerrados durante el analisis de datos.

ANALISIS ESTADISTICO

La distribucion de variables cuantitativas se determiné con prueba Shapiro — Wilk.

El analisis descriptivo se realizé con medidas de tendencia central y de dispersion

de acuerdo con la prueba de normalidad y cantidades absolutas y porcentaje para

las variables cualitativas. Se realizo el analisis de la expresion del SGLT2 en tejido

renal, de diferencias de medias con prueba t de Student o U de Mann Whitney para

variables cuantitativas de acuerdo con la prueba de normalidad y chi cuadrada para

variables cualitativas, para la comparaciéon entre multiples variables, se utilizé

ANOVA o Kruskal Wallis y correccion de Bonferroni para aquellos que sean

significativos. Se considerara estadisticamente significativo un valor p < 0.05. Se

utilizo el programa estadistico GraphPad 9.
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RESULTADOS
Se evaluaron de forma retrospectiva los expedientes que comprenden el periodo de

noviembre del 2019 a marzo del 2023, de pacientes que cumplieran los criterios de

inclusion. Figura 1.

166 paciente con biopsia renal.

Excluyeron:
9: Menor de 18 afios
17: No tener glomerulopatias. —

2: No tener tejido renal

8: Muestra suboptima.

30: Tejido renal sano 100: Glomerulopatias

—— 19: Nodular diabetica

—— 22: Nefropatia lupica

17: Glomeruloesclerosis
focal y segmentaria

16: Nefropatia
membranosa

— 11: Vasculitis

— 5: Nefropatia por IgA

—] 10: Miscelaneos

figura 1. Diagrama descriptivo de la subdivision de grupos.
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Se tomdé la decisidon de incluir mas pacientes respecto al indicado por el calculo de
la muestra, porque en el grupo de glomerulopatias se encontraron multiples
patologias las cuales se dividieron en subgrupos. Se tomo como grupo control 30
pacientes que fueron donadores sanos, los cuales tenian edad promedio 38.8
(x12.1 anos), el 46.6% con sexo femenino, con peso promedio de 67.4 (+10.8) kg,
indice de masa corporal (IMC) promedio de 24.1 kg/m?. sin comorbilidades y el
motivo de realizacion de biopsia fue biopsia cero al momento del trasplante renal.

Entre los pacientes con enfermedad glomerular, la edad promedio fue de 46.4 (+
14.8 afios). El 55% fueron mujeres, el peso promedio fue de 70.3 (+ 13.3 kg), con
IMC promedio de 27 kg/m?. La comorbilidad mas frecuente fue hipertension que se
presentd en el 53%, enfermedad autoinmune en el 38%, siendo la mas frecuente
lupus eritematoso sistémico. Diabetes mellitus en el 37%. La indicacion de la biopsia
40% sindrome nefrético, 37% proteinuria subnefrética, 16% proteinuria en rango
nefrético, 21% presento deterioro rapidamente progresivo y 37% presento

hematuria glomerular.

Se dividieron en 7 grupos, 1: nodular diabética, 2 nefropatia lupica, 3:
glomeruloesclerosis focal y segmentaria, 4: nefropatia membranosa, 5: vasculitis
pauciinmune, 6: nefropatia por IgA y 7: miscelaneos (que se agruparon por tener
baja incidencia e incluyen enfermedad por cambios minimos, amiloidosis,
glomerulonefritis con patréon membranoproliferativo, y Microangiopatia trombotica.

Las caracteristicas generales de cada grupo se describen en la tabla 1.

En el grupo de nefropatia diabética se incluyeron 19 pacientes, de estos 12
pacientes presentaron un patron lesion glomerular de esclerosis focal y segmentaria

asociado, principalmente de tipo punta.

En el grupo de nefropatia lupica se subdividieron en las que presentaban patrones
proliferativos tipo Ill y IV (8), con patrones no proliferativo tipo Il y V (6) y con
presentacion mixta (8). 2 pacientes presentaron un patron lesion glomerular de

esclerosis focal y segmentaria asociado tipo punta.
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En el grupo de glomeruloesclerosis focal y segmentaria se subdividieron respecto a
la clasificacion histologica. Variedad colapsante: 6, celular 1, perihiliar 3, no
especifica 7. Se encontraron 15 pacientes con patrén lesién glomerular de
esclerosis focal y segmentaria asociado, principalmente tipo punta, pero se
consideraron secundarias.

Se realizo el procedimiento de inmunohistoquimica en tejido renal sano (figura 2 y
3), asi como en tejido de mama (testigo figura 1), para estandarizar la técnica y

aplicarla en el tejido renal que se incluyé en la muestra.

Las lesiones histologicas asociadas, a la lesion glomerular primaria se describen en
la tabla 2.

Con respecto al objetivo general del estudio aun no podemos comparar la expresion
de SGLT-2 entre tejido renal de glomerulopatias y tejido renal sano, ya que solo
hemos podido estandarizar la técnica de inmunotincion en tejido desparafinado, el
cual nos llevd mas tiempo de lo planeado, aun nos falta nos falta realizar el
procedimiento en el tejido que se incluyd en la muestra.

Tabla 1: Caracteristicas generales.

Glomerulopatia  Sano (30) ND (19) NL. (22) GEFyS NM Vasculitis NIgA (5) Miscelaneos
(n) (17) (16) (11) (10)
Edad (DE) | 38.3 47.5 37.9 45.4 52.7+ 55 (£11.4) 39 (5) 48.9(x14.2)
(£12.3) (£11.9) (£14.8) (£13.6) (16.6)
Mujer (%) | 46.6% 52% 81% 64.7% 43.7% 72.7 80% 70%
Hombre (%) | 53.4% 48% 19% 35.3% 56.3% 27.3 20% 30%
Peso Kg (DE) | 67.4(x10.8) 724 (+ 64.2 721 72.2 73.5 76.2 67.9 (£17.2)
13.1) (£11) (£15.5) (£16.6) (£12.1) (£10.5)
IMC (DE) | 24.1(+1.6) 26.6 254 28.2 26.9 28.6 (£5) 29.4 (£7) 26.3 (+4.8)
(£2.8) (£4.5) (£4.3) (£4.3)
Hipertension (%) | 0 % 89.4% 18% 64.7% 56.2% 36.3% 40% 60%
Diabetes (%) | 0 % 100% 18% 41% 25% 9% 0% 20%
Autoinmune (%) | 0 % 10.5% 100% 17.6% 31.2% 63.6% 0% 20%
IFG mil/min (DE) | 102 (+18) 31.6 87.4 74 82.6 28 (+24) 80.2 62.4 (£34.8)
(£24.5) (£38.4) (£33.5) (£38.1) (£20.3)
Proteinuria mg/24 | 17 (+38) 4407 (+ 2870 4196 4309 1144 2351 6487
hrs 3170) (£2177) (£3231) (£1920) (£592) (£1474) (£3408)
Albuminuria | 8.2 (7) 2680 1334 2012 2295 553 1031 2050

mg/24 hrs (£1915) (£985) (£1848) (£1774)  (£447) (£903) (£1227)

Albumina sérica | 4.4 (+0.3) 3.4 3.3 3.1 2.9 3.4 (x0.6) 3.8(x0.2) 2.7 (x0.7)
(£0.3) (£0.8) (£0.9) (£0.6)
Nefrético (%) | 0% 36.8 % 40% 47% 62.5% 0% 0% 60%

GNRP (%) | 0% 26.3 % 18% 11.7% 0% 72.7% 0% 20%
Dislipidemia (%) | 30% 42 % 54.5% 76.4% 62.5% 81.8% 40% 70%
Bloqueo SRAA | 0% 89.4% 81% 70.5% 100% 54% 80% 80%

(%)
Inmunosupresién | 0% 26.3% 95.4% 35.2% 62.5% 90.9% 20% 20%

GEFyS: glomeruloesclerosis focal y segmentaria, GNRP: glomerulonefritis rapidamente progresiva, IFG: indice de filtrado
glomerular. IMC: indice de masa corporal, ND: nodular diabética, NIgA: nefropatia por IgA, NL: nefropatia lupica.

1
33



Tabla 2: Caracteristicas histolégicas asociadas.

Glomerulopatia (n) Sano(30) ND(19) NL.(22) GEFyS NM Vasculitis NIgA (5) Miscelaneos(10)
(17) (16) (11)
Esclerosis global | 0.6% 31% 15.1% 9% 5% 20.6% 22.5% 16%
(%)

IFTA<25% (n) | 4 5 16 13 7 7 2 2
IFTA 25-50% (n) | O 13 1 2 4 4 2 5
IFTA>50% (n) | O 1 1 0 0 0 0 0
NTI(n) | O 13 10 5 7 11 1 8
NTA(n) | 6 3 11 5 7 4 3 5
MAT (n) | O 2 2 0 0 0 0 1
GEFyS asociada (n) | 0 12 2 17 3 0 0 0
IF autoinmune (n) | 0 0 22 0 0 0 5 1
IF hiperfiltracion (n) | 0 14 0 3 5 0 0 1
IF monoclonal (n) | 0 0 0 0 2 0 0 1

GEFyS: glomeruloesclerosis focal y segmentaria, IF: inmunofluorescencia, IFTA: fibrosis intersticial, ND: nodular diabética,
NIgA: nefropatia por IgA, NL: nefropatia lupica. NTA: necrosis tubular aguda, NTI: nefritis tdbulo intersticial. MAT:
microangiopatia trombética.

Figura 1.- Microfotografia de tejido de mama (testigo), con tincién de hematoxilina, se aplico inmunohistoquimico con

anticuerpo de SGLT2, no se aprecia marcaje ya que en este tejido no se expresa SGLT2
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Figura 2. Microfotografia, de biopsia renal, se aprecia un glomérulo, porciones tubulares e intersticio, la expresién a nivel

tubular de SGLT2 (flechas rojas) es color café claro por inmunohistoquimica, tincién de fondo con hematoxilina.

Figura 3. Microfotografia de biopsia renal, donde se enfoca la porcién tubular, donde se observa mayor expresioén de SGL2

(color café) por inmunohistoquimica, tinciéon de fondo con hematoxilina.
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DISCUSION

En nuestros resultados se describen las caracteristicas de la poblacion en estudio
en la cual se incluyeron 10 enfermedades glomerulares diferentes, las cuales se
encontraron reportadas en el periodo de tiempo establecido en el estudio, dentro de
lo que destaca en el perfil epidemioldgico, que la hipertension arterial sistémica se
encuentra en mas de la mitad de la poblacion de estudio y seguido por la
enfermedad autoinmune y diabetes mellitus, esto se relaciona con las
glomerulopatias mayormente reportadas, el principal sindrome nefrolégico
encontrado es el sindrome nefrético, la cual es similar a series reportadas

previamente.970

La glomerulopatia mas frecuente diagnosticada por biopsia es la nefropatia lupica,
siendo el patron mixto el mas descrito, ademas que el grupo etario es en promedio
10 afios menor respecto al resto de las glomerulopatias. Con respecto a la
nefropatia nodular diabética llama la atencion que el 63% tenian agregado otro
patrén de lesidn glomerular, principalmente GFyS con variedad de la punta, lo cual
es diferente reportado en estudios epidemiologicos previos donde se reportan entre
19.3 a 27%.7""7? también llama la atencion que la incidencia de nefropatia por IgA,
tiene muy poca incidencia en nuestro centro, lo que contrasta con otras series

epidemiologicas.”

La realizacion de inmunohistoquimica con el anticuerpo de SGLT2 de forma inicial,
fue un desafio para el equipo de investigacion, llevando mas tiempo y consumo de
recursos de lo previsto, por este motivo no se ha realizado en el tejido renal de la
muestra del estudio.

Nuestro estudio se dividio en estudio en dos etapas, actualmente ya se cuenta con
la estandarizacion de la técnica de inmunohistoquimica con resultados favorables
qgue son repetibles, ademas que se cuenta con las caracteristicas de la poblacion
en estudio (primera etapa). En la segunda etapa se plantea realizar la inmunotincion
en toda la muestra del estudio y obtener resultados. (Se realizara en el mes de
agosto 2023).
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Dentro de las fortalezas de nuestro estudio, es que nos da una panoramica
epidemioldgica del estado actual de las glomerulopatias en nuestra poblacion, ya
que hay algunas variaciones epidemioldgicas respecto a la bibliografia reportada,
nos proporciona técnicas de inmunohistoquimica para realizacion de estudios

posteriores.

La debilidad principal es la falta de recursos, para llevar a cabo las técnicas tanto
de inmunohistoquimica y PCR de ARNm, para la medicion de SGLTZ2, otra debilidad
es el sesgo de muestro ya que se realizé no probabilistico.

CONCLUSIONES
Con los resultados obtenidos hasta el momento, tenemos una poblacién muy

heterogenia con multiples enfermedades glomerulares, teniendo como comorbilidad
mas frecuente la hipertension arterial sistémica, seguido de enfermedades
autoinmunes, siendo lupus eritematoso sistémico de mayor incidencia, por ende, la
glomerulopatia mas diagnostica es nefritis lupica, el sindrome nefrotico sigue siendo
la presentacion clinica mas frecuente en las glomerulopatias. La nefropatia nodular
diabética se encontré con mayor relacion con otros patrones de lesion glomerular
comparado con lo reportado en la bibliografia y la nefropatia por IgA tiene baja
incidencia en nuestra poblacion. Con lo que respecto a la expresion de SGLT2, la
cual se demostré con inmunotincién con anticuerpo anti-SGLT2, en la muestra de
control de tejido renal sano, hay expresion principalmente tubular, lo que es,
esperado fisiologicamente.

Al contar con la prueba estandarizada, realizando la tinciones y medicion de
expresion del receptor, sera interesante ver como se relacionan con la enfermedad
glomerular, ademas se asociar variables como el grado de proteinuria/albuminuria,
diabetes, el uso de farmacos que bloquean el sistema renina angiotensina

aldosterona, esperamos tener estos resultados en el mes de agosto 2023.
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LOGISTICA

Recursos humanos

Dr. Julio Flores Garnica. Jefe de servicio del servicio de Nefrologia, quien sera
asesor de protocolo.

Dr. Mario Eduardo Alamilla Sanchez. Médico adscrito al servicio de Nefrologia, quien
sera responsable de organizacion, ejecucion y analisis de datos.

Dr. Pedro Morales Molina Residente de segundo ano de la especialidad de

Nefrologia, quien sera responsable de organizacién, ejecucion y analisis de datos.

Dr. Juan Antonio Juarez Cuenca Médico Internista e Investigador, manejo de tejido
renal para realizaciéon de PCR de RNAm.

Dra. Regina Canade Hernandez Nefropatologia, manejo de tejido renal para

realizacion de inmunotincion y evaluacion histopatologica.

Dr. José Horacio Cano Cervantes Jefe de la unidad de trasplante servicio, analisis
de informacioén

Recursos materiales

Expedientes clinicos de pacientes con diagndstico enfermedad glomerular primaria

y secundaria,
Biopsias de tejido renal.

Inmunotincion Con anticuerpos anti SGLT-2 (5 pg/mL, ab85626, Abcam,
Cambridge, Reino Unido).

Microscopio electrénico. Microtomo. Equipo de laboratorio. Programa GraphPad 9.

Recursos financieros

Financiado en su totalidad por la responsable de tesis quienes se haran cargo
de todos los gastos que impliquen el desarrollo del estudio.
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ASPECTOS ETICOS
De acuerdo con los Articulos 16, 17 y 23 del CAPITULO |, TITULO SEGUNDO: De

los Aspectos Eticos de la Investigacion en Seres Humanos, del REGLAMENTO de

la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud. La participacion
de los pacientes se realizara a través de la firma del consentimiento informado; en
caso de que el paciente acepte. El presente proyecto no implica riesgos para la
salud del paciente; ya que como parte del procedimiento de atencidén para los
pacientes de trasplante renal, se toma una biopsia para el analisis histopatologico y
de control. Para el desarrollo de este protocolo, se tomo una porcién de 2 a 3 mm a
partir de la biopsia para su estudio en el marco del protocolo. Se realizo siempre y
cuando no afecte al diagndstico histopatolégico que se requiere para la atencion

meédica y seguimiento del paciente

Los investigadores confirmamos que la revision de los antecedentes cientificos del
proyecto justificaron su realizacién, contamos con la capacidad de llevarlo a buen
término, nos comprometimos a mantener un estandar cientifico elevado que
permiti6 obtener informacion util para la sociedad, salvaguardando la
confidencialidad de los datos personales de los participantes en el estudio, pusimos
el bienestar y la seguridad de los pacientes sujetos de investigacion por encima de
cualquier otro objetivo, y nos conducimos de acuerdo a los estandares éticos
aceptados nacional e internacionalmente segun lo establecido por la Ley General
de Salud, Las Pautas Eticas Internacionales Para la Investigacion vy
Experimentacion Biomédica en Seres Humanos de la OMS, asi como la Declaracion
de Helsinki.

Se solicito firma de consentimiento informado para uso de biopsias de los pacientes
seleccionados para ser incluidos en el estudio y las muestras de tejido seran
eliminadas por los investigadores de acuerdo con la norma Oficial Mexicana NOM-
087-ECOL-1995
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ANEXO 1

CARTA DE CONSENTIMIENTO BAJO INFORMACION PARA PARTICIPAR EN
UN ESTUDIO DE INVESTIGACION EN SALUD.

NOMBRE DEL ESTUDIO: “EXPRESION DE SGLT-2 EN TEJIDO RENAL EN
PACIENTES CON ENFERMEDAD GLOMERULAR COMPARADO CON TEJIDO
RENAL SANO”.

Lugar: Ciudad de Mexico

Fecha:

Por favor tome todo el tiempo que sea necesario para leer este documento, pregunte
al investigador sobre cualquier duda que tenga, para decidir si participa o no debera
tener el conocimiento suficiente acerca de los beneficios y riesgos del presente
estudio de investigacion.

Estimado(a) Sefor(a): , se le
invita a participar en el estudio arriba mencionado, que se desarrollara en el CMN
“20 de Noviembre”, cuyo objetivo sera el de determinar la expresion del receptor
SGLT2 por medio de inmunotincion y PCR de RNAm, en una muestra o biopsia
de su tejido renal, previamente obtenida para evaluar y confirmar la sospecha
de enfermedad glomerular que usted padece. Lo anterior con la finalidad de
demostrar la alteracion en la expresion de una proteina conocida como SGLT2
que se encuentra en el tejido del rinbn para buscar un nuevo objetivo
terapéutico en pacientes con enfermedad renal.

BENEFICIOS: El presente estudio tendra el siguiente beneficio para usted y
otros pacientes con enfermedad glomerular del rindén: La presencia
aumentada de la de una proteina conocida como SGLT-2, servira para valorar
la posibilidad de utilizar tratamiento con medicamentos especificos que
puedan bloquear la actividad aumentada de esta proteina y modificar en un
futuro la evolucién de la enfermedad renal que usted y otros pacientes
padecen.

RIESGOS: Su participacion no conlleva riesgo alguno para su salud. Ya que la
toma de tejido renal sera en biopsia renal ya fue realizada anteriormente, como
parte de la atencion médica que usted ha requerido para su padecimiento
renal.

PARTICIPACION

Su participacién es VOLUNTARIA, usted puede decidir libremente participar o no,
esto no afectara su derecho para recibir atencion médica en el CMN “20 de
|
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Noviembre”, si participa, puede retirarse del estudio en el momento en que lo desee
sin que esto influya sobre el tratamiento habitual que le ofrece el hospital para su
enfermedad de base.

MANEJO DE LA INFORMACION.

En la recoleccion de datos personales se siguen todos los principios que marca la
ley: Licitud, calidad, consentimiento, informacion, finalidad, lealtad, proporcionalidad
y responsabilidad. Se han implementado las medidas de seguridad, técnicas,
administrativas y fisicas necesarias para proteger sus datos personales y evitar
dario, pérdida, alteracion, acceso o tratamiento no autorizado. Se elabora una hoja
de recoleccion de datos donde se incluiran la informacion relacionada a su
enfermedad, el tratamiento médico otorgado, los resultados de la valoracion de las
muestras de sangre y/u orina asi como de tejido renal. Se anexara en una base de
datos de analisis estadistico. Como los resultados son anénimos se codifican las
hojas de datos con un numero de registro, los nombres se encuentran resguardados
en una memoria con clave. No se proporcionara informacion personal sin su previo
consentimiento. Los codigos que identifican su muestra o informacion estaran solo
disponibles a los investigadores titulares quienes estan obligados por ley a no
divulgar su identidad. Usted podra tener acceso a la informacion sobre este estudio
en caso de solicitarlo.

PARTICIPANTE.

Confirmo haber recibido informacion suficiente y clara sobre el estudio propuesto,
doy mi autorizacidon para ser incluido en este proyecto de investigacion,
reservandome el derecho de abandonarlo en cualquier momento si asi lo decido.

Nombre y firma del Participante o Representante legal.

Parentesco:

Domicilio:

TESTIGOS:

Nombre completo:

Parentesco:
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Domicilio completo:

Teléfono:

Nombre completo:

Parentesco:

Domicilio completo:

Teléfono:

INVESTIGADOR O MEDICO QUE INFORMA: MARIO EDUARDO ALAMILLA
SANCHEZ

Le he explicado al Sr (a) , la
naturaleza y los propdsitos de la investigacion, asi como los riesgos y beneficios
que implica su participacion. He dado respuesta a todas sus dudas, y le he
preguntado si ha comprendido la informacion proporcionada, con la finalidad de que
pueda decidir libremente participar o no en este estudio. Acepto que he leido,
conozco y me apego a la normatividad correspondiente para realizar investigacion
con seres humanos, que pondré el bienestar y la seguridad de los pacientes sujetos
de investigacion, por encima de cualquier otro objetivo.

El documento se expide por duplicado, y se entrega una copia al participante.
INVESTIGADOR RESPONSABLE.
MARIO EDUARDO ALAMILLA SANCHEZ

Teléfono de contacto: 5541334931
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CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES
1.- Revision bibliografica: 2 meses ( Junio y Julio 2022)

2.- Elaboracién del protocolo: 1 mes (agosto 2022)

3.- Sometimiento a revision y autorizacion por comités pertinentes: 2 meses
(noviembre 2022)

3.- Obtencion de la muestra y recoleccion de datos: 7 meses (diciembre 2022-
mayo 2023)

4.- Procesamiento y analisis de los datos: 2 meses (mayo-Julio 2023)
5.- Elaboracion del informe técnico final: 1 mes (agosto 2023)

6.- Divulgacion de los resultados: 1 mes (agosto 2023)

Fecha de inicio: 01 de Junio del 2022

Fecha de terminacion: 31 de agosto del 2023
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