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RESUMEN

La diabetes (DT2) es uno de los principales problemas de salud a nivel
mundial y por supuesto en México, y a su vez, una complicacion derivada de ésta
enfermedad, que generalmente conlleva consecuencias fatales, es la nefropatia
diabética (ND). Esta complicacion causa enfermedad renal en etapa terminal, por
la cual se han incrementado el numero de individuos dializados y con
requerimientos de trasplante renal, y por consiguiente la morbimortalidad tanto en
México como en todo el mundo. Los costos generados por esta enfermedad
cronica son muy elevados. Un marcador de dafio renal es la microalbuminuria,
empero, antes de que ésta se presente, en el rindbn suceden cambios funcionales
tal como la alteracién de la velocidad de filtracion glomerular y también cambios
estructurales como ensanchamiento de la membrana basal glomerular vy

expansion del mesangio.

El angiotensinégeno es una alfa globulina sobre la que actia la renina para
dar angiotensina I. El sustrato de renina es sintetizado y liberado por el higado.
Esta proteina es producida en el higado, otros tejidos como el rifién, cerebro,
corazo6n vy tejido adiposo, que secretan angiotensina |l, también sintetizan
angiotensindégeno. La proteina mantiene estable la presién arterial y participa en
la patogénesis de hipertensién esencial y preeclampsia. Las mutaciones en este
gen estan asociadas con la susceptibilidad de la hipertensién esencial y puede
causar diagénesis renal tubular, un grave desorden en el desarrollo renal tubular.

Se han reportado 245 polimorfismos presentes en el angiotensinégeno. Por tal

iii



motivo, nuestro principal objetivo es estudiar la participacion del polimorfismo
C3889T del gen del angiotensinégeno con el desarrollo de la nefropatia diabética

en una poblacién mexicana.

En este trabajo se analizaron 460 pacientes diabéticos sin nefropatia (SND)
y 350 con nefropatia (ND). EI DNA gendémico fue extraido de los leucocitos de
sangre periférica, y la secuencia gendmica que contiene el marcador C3889T del
angiotensindégeno se amplific6 por PCR en tiempo real, mediante sondas TagMan
en el equipo HT 7900. Los analisis estadisticos no indicaron una asociacion del
polimorfismo estudiado con el desarrollo de la nefropatia diabética, puesto que no
se encontraron diferencias significativas entre ambos grupos SND y ND en la
poblacion en estudio (p > 0.05). Ninguna de las caracteristicas clinicas y
bioquimicas de la poblacion estudiada mostr6 diferencias significativas en relacién

al genotipo.
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1. INTRODUCCION

La Asociacion Americana de Diabetes (ADA) define a la diabetes como un
grupo de enfermedades metabdlicas de caracter heterogéneo caracterizada por
concentraciones altas de glucosa sanguinea con grado variable de predisposicidén
hereditaria y participacion de diversos factores ambientales. La enfermedad se
caracteriza por hiperglucemia persistente debido a la deficiencia en la produccién
o accién de la insulina, que afecta el metabolismo de carbohidratos, proteinas y
lipidos. Dada la incidencia de la misma, afecta a la poblacion mundial, su

desarrollo y economia.’

En México, esta enfermedad representa uno de los principales problemas
de salud publica. Nuestro pais se ubica entre los que poseen mayor numero de
casos a nivel mundial. La perspectiva futura sefiala que se mantendra el
incremento en la cantidad de diabéticos. De acuerdo con la informacion disponible,
el pais ocupaba el décimo lugar mundial en 1995, con 4 millones de enfermos, y
se estima que para el 2025, ocupara el séptimo lugar con 12 millones. En nuestro
pais, cada hora son diagnosticados 38 nuevos casos Yy la incidencia es mayor en
pacientes de 60 a 90 afos. Al ano se registran 40 mil defunciones causadas por la
diabetes, lo alarmante es que un tercio de la poblacién afectada desconoce que la

padece.?

La diabetes tipo 2 y sus complicaciones son un grave problema de salud en

México. Las perspectivas actuales resultan alarmantes: la incidencia de la



enfermedad va en aumento, se presenta en edades mas tempranas, el diagnostico
se establece en forma tardia y el tratamiento es, en muchas ocasiones,
inadecuado. Aun cuando los beneficios de mantener un excelente control
glucémico son ampliamente reconocidos, es dificil mantener conductas de auto
cuidado apropiadas y lograr los objetivos terapéuticos en la practica clinica
cotidiana. Es primordial contar con estrategias efectivas que contribuyan a la

adherencia de los pacientes a su plan de tratamiento.>>

Las cifras expresan un aumento de su frecuencia en relacion directa con el
incremento de la edad de la poblacién, por lo que es posible prever que el
problema se agravara gradualmente de acuerdo con el aumento de la esperanza
de vida y que propiciara un numero mas elevado de individuos en riesgo, segun el

comportamiento demografico que se observa en el territorio nacional.?

Las muertes que ocurren cada afo en México a causa de la diabetes estan
relacionadas fundamentalmente con las complicaciones, entre las que destacan,
por su frecuencia, la nefropatia, seguida de los trastornos de la circulacién
periférica, reflejando que la letalidad por complicaciones agudas ha disminuido con
el uso de la insulina y de los hipoglucemiantes orales, los cuales han permitido la
sobrevida de los enfermos por mas tiempo, pero a la vez han propiciado el
incremento de las complicaciones crénicas. De acuerdo con diversas fuentes, las
complicaciones renales son la primera causa de hospitalizacion, seguida por los

trastornos de la circulacién periférica, las complicaciones neurologicas y



finalmente, las oftdlmicas, lo que pone de manifiesto la falta de control estricto de

la glucemia en el primer nivel de atencién.?



2. ANTECEDENTES HISTORICOS DE LA DIABETES

El estudio de la diabetes se ha desarrollado desde hace muchos afnos como

se muestra en el siguiente listado: ©

e Ebers (1552 a.C.). Fue quien realizé la primera referencia de la diabetes, en
la que se describe la sintomatologia y los remedios a base de determinadas
decocciones.

e Apolonio de Memfis (16 d.C.). Acuiié el término de diabetes, para definir un
estado de debilidad, intensa sed y poliuria; creia que era una forma de
hidropesia.

e Arateus de Capadocia (163 d.C.). La describié como un padecimiento que
conducia a un aumento de cantidad de orina.

e Medicina india (400 d.C.). Distinguia dos formas de diabetes: una que da a
jovenes delgados y que mueren (DT1) y otra en personas mayores y
obesas (DT2).

e John Rollo (1796). Fue el primero en acunar el término de diabetes
“mellitus”, que significa “miel”, para diferenciar la enfermedad de otras
formas de poliuria.

e Thomas Cawley (1788). Consider6é de que la Diabetes mellitus tenia su

origen en el pancreas.



Paul Langerhans (1869). Observé racimos de células pancreaticas bien
diferenciadas de las demas que podian ser separadas de los tejidos de los
alrededores.

Edouard Laguesse (1893). Sugirié que los racimos de células (islotes)
descubiertos por Langerhans, constituian la parte exdcrina del pancreas.
Sus ideas fueron continuadas por Jean de Meyer quien denominé "insulina"
a la sustancia procedente de los islotes y sugiri6 que debia poseer una
actividad hipoglucemiante.

H.D. Noyes (1832-1900). Observo que los diabéticos padecian una forma

de retinitis.



3. GENERALIDADES DE LA DIABETES

La Diabetes es un trastorno en el que los niveles sanguineos de glucosa
son elevados dado que el organismo no libera insulina o la utiliza
inadecuadamente. Las concentraciones de glucosa en sangre varian durante el
dia: aumenta después de cada alimento. Los valores de referencia (70-120 mg/dL)
se recuperan al cabo de 2 horas. Los niveles normales tienden a aumentar
ligeramente y de modo progresivo después de los 50 afos, sobre todo en

personas que llevan una vida sedentaria.’

La insulina, una hormona producida por el pancreas, es la principal
sustancia responsable del mantenimiento de los niveles adecuados de glucosa en
sangre, permite que ésta se transporte al interior de las células, para la produccion
de energia o que se almacene hasta que su utilizacion sea necesaria. La
elevacién de las concentraciones de glucosa en sangre después de comer o beber
estimula el pancreas para producir insulina, la cual evita un mayor aumento de los
niveles de glucosa y provoca su descenso gradual. Dado que los musculos utilizan
glucosa para producir energia, los niveles disminuyen cuando se desarrolla alguna

actividad fisica.”"®



4. CLASIFICACION DE LA DIABETES

La clasificacién de la diabetes considera cuatro grupos:

1. Diabetes tipo 1 (DT1)
2. Diabetes tipo 2 (DT2)
3. Diabetes gestacional.

4. Otros tipos especificos de diabetes.

4.1 DIABETES TIPO 1 (Diabetes Insulinodependiente)

La DT1 estda marcada por la destruccién de células B a través de un
fendmeno autoinmune que conduce a la deficiencia absoluta de insulina, por lo
que para sobrevivir, una persona con esta afeccién debe inyectarse insulina con

. 1, 7-13 . . . ;o
regularidad. Generalmente las primeras manifestaciones clinicas ocurren en
la pubertad, como consecuencia de la pérdida de la funcién pancreatica por lo cual
es necesaria la insulinoterapia para evitar la muerte del paciente. Este tipo de

diabetes comprende entre el 5y 10% de los casos del sindrome diabético."

A pesar de tratarse de una enfermedad con una alta prevalencia, solo el
10% de todos los diabéticos tienen la enfermedad tipo |, la mayoria de los cuales,

desarrollan la enfermedad antes de los 30 afios.’



4.2 DIABETES TIPO 2 (Diabetes no Insulinodependente)

La DT2 se presenta con grados variables de resistencia a la insulina, pero
se requiere también que exista una deficiencia en la produccion de la misma, que
puede o no ser predominante. Ambos fendmenos deben estar presentes en algun
momento para que se eleve la glucemia. Aunque no existen marcadores clinicos
que indiquen con precision cual de los defectos primarios predomina en cada
paciente, el exceso de peso sugiere la presencia de resistencia a la insulina,
mientras que la pérdida de peso, sugiere una reduccidon progresiva en la

produccion de la hormona.™

En esta enfermedad, el pancreas continda produciendo insulina, incluso a
niveles mas elevados que los normales, sin embargo, el organismo desarrolla una
resistencia a su efecto y el resultado es una relativa deficiencia de insulina.” La
cetoacidosis se presenta espontaneamente, pero se asocia a incrementos en el
estrés o a alguna infeccién presentada por el paciente.” Por lo general, este tipo
de diabetes comienza después de los 30 afios y es mas frecuente a partir de esa
edad. Alrededor del 15% de los pacientes mayores de 70 afios padecen diabetes
tipo Il y entre el 80 y 90% de las personas que la sufren, presentan en menor o
mayor grado obesidad, asimismo ciertas etnias tienen un mayor riesgo de
desarrollar este trastorno, lo antecedentes familiares son frecuentes entre quienes

lo padecen.’



4.3 DIABETES GESTACIONAL

Este tipo de diabetes se origina por la resistencia a la accién de la insulina y
la deficiencia relativa de la misma durante el embarazo que se inicia o reconoce
por primera vez durante este proceso, aunque en la mayoria de los casos se trata
de un estado transitorio, podria quedar permanente después del parto sobre todo

cuando se tienen antecedentes de DT2."°

4.4 OTROS TIPOS DE DIABETES

Este grupo esta integrado por diferentes patologias que se mencionan en la

tabla 1:"

TABLA 1. TIPOS ESPECIFICOS DE DIABETES

DEFECTOS Y ENFERMEDADES CAUSA DE DIABETES

Defectos genéticos en la funcion de la célula Defectos de los cromosomas y del DNAm

beta

Defectos genéticos en la accion de la Resistencia a la insulina.

insulina

Enfermedades del pancreas exécrino Pancreatitis, trauma del pancreas, fibrosis.

Endocrinopatias Hipertiroidismo, Acromegalia.

Induccion por farmacos Acido nicotinico, glucocorticoides, hormonas
tiroideas, tiazidas, fenitoina, etc.

Formas poco comunes de la diabetes Anticuerpos contra el receptor de la insulina.

mediada inmunolégicamente
Infecciones Rubeola congénita, citomegalovirus y otros.

Otros sindromes genéticos Sindrome de Down y distrofia mioténica.

En nuestro pais la Norma Oficial Mexicana NOM-015-SSA2-1994,

modificada en el ano 2000, hace referencia a la clasificacion de la diabetes con



fines de diagndstico y tratamiento, presentando los mismos cuatro grupos
anteriores y separando cada uno de los subtipos de acuerdo a la alteracién
genética o complicacion, segln sea el caso. Esta clasificacion esta disponible en

http://www.salud.gob.mx/unidades/cdi/nom/m015ssa24.html.
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5. ASPECTOS GENERALES DE LA DIABETES TIPO 2

Este tipo de diabetes se presenta en personas mayores de 30 afos,
principalmente en aquellas que sufren de obesidad, aquellas en las que, en sus
antecedentes familiares esta enfermedad se ha presentado en una o mas
ocasiones, cabe destacar que no es exclusivo de personas mayores, ya que

existen casos de nifios y jovenes que padecen DT2.’

Los primeros sintomas se relacionan con los efectos directos de la elevada
concentracion de glucosa en sangre. Cuando éste valor aumenta por encima de
los 160 a 180 mg/dL, la glucosa pasa a la orina. Cuando el valor es aun mas alto,
los rinones secretan una cantidad adicional de agua para diluir las grandes
cantidades de glucosa perdida, dado que producen orina excesiva, se eliminan
grandes volumenes de ésta (poliuria) y en consecuencia, aparece una sensacion
anormal de sed (polidipsia). Asimismo, debido a que se pierden demasiadas
calorias en la orina, se produce una pérdida de peso y a modo de compensacion,
la persona siente a menudo un hambre exagerada (polifagia). Otros sintomas
comprenden visidbn borrosa, somnolencia, nauseas y una disminucion de la
resistencia durante el ejercicio fisico. Por otra parte, si la diabetes esta mal

controlada, los pacientes son mas vulnerables a las infecciones.”'?

Este tipo de diabetes, puede cursar sin ningun sintoma durante afos o
décadas. Cuando la deficiencia de insulina progresa, los sintomas empiezan a

manifestarse. Al principio, el aumento de la miccién y de la sed, son moderados,
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aunque empeoran gradualmente con el transcurso del tiempo. La hiperglucemia
por tiempo prolongado puede producir deshidratacion grave, confusion mental,
somnolencia, convulsiones y una afeccidbn denominada como hiperglucémico

hiperosmolar no ceténico.’

12



6. COMPLICACIONES DE LA DIABETES TIPO 2

La DT2 ademas de ser la primera causa de muerte, es la principal causa de
demanda de atencion médica en consulta externa, sus complicaciones son las
principales causas de hospitalizacién y es la enfermedad que consume el mayor
porcentaje del gasto de las instituciones de salud publica (alrededor de 20%). La
diabetes es una enfermedad de muy alta prevalencia en México y es sin duda

alguna, el mayor reto que enfrenta el sistema nacional de salud.'

A medida que el trastorno se desarrolla, las concentraciones elevadas de
glucosa en la sangre lesionan los vasos sanguineos, los nervios y otras
estructuras internas. Se acumulan sustancias complejas derivadas del
metabolismo de la glucosa en las paredes de los pequefos vasos sanguineos,
provocando su engrosamiento y rotura. Este aumento de grosor es la causa de
gue los vasos sanguineos aporten cada vez menos sangre, sobre todo a la piel y a
los nervios. Los valores de glucosa poco controlados tienden también a aumentar
las concentraciones de sustancias grasas en la sangre, en consecuencia, se
produce una arterioesclerosis acelerada (formacién de placas en los vasos
sanguineos). La arterioesclerosis es de dos a seis veces mas frecuente en los
diabéticos que en los no diabéticos y se produce tanto en los varones como en las
mujeres. La disminucion de la circulacion sanguinea, tanto por los vasos grandes
como los pequerios, puede provocar alteraciones fisioldgicas en el corazon, el
cerebro, las piernas, los ojos, los riflones, los nervios y la piel, demorando

ademas, la curacion de las lesiones.'®
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La diabetes se presenta por igual en toda la poblacién,
independientemente de su nivel socioeconémico.'”'® El costo total estimado de la
diabetes en el 2007 en Estados Unidos fue de 174 mil millones de doélares
incluyendo 116 mil millones por expedicién de medicamentos y 58 mil millones
debido a la reduccién de productividad.! El costo econémico registrado més
recientemente que implica la atencién médica de la diabetes en México, fue del
ano 2004, en el cual los gastos ascendieron a 140,410 millones de pesos. Los
costos por las complicaciones de la DT2, se encuentran distribuidos en mayor

proporcién hacia la nefropatia diabética.'” '°

La diabetes implica la aparicion de muchas complicaciones graves durante
un tiempo prolongado, las afecciones coronarias y los accidentes vasculares
cerebrales son muy frecuentes, los dafos a los vasos sanguineos del ojo pueden
provocar la pérdida de la visidn (retinopatia diabética). La funcién que cumplen los
rifiones se altera y da como resultado una insuficiencia renal que requiere didlisis
(nefropatia diabética). Las lesiones nerviosas se manifiestan de varias maneras. Si
un solo nervio funciona mal (neuropatia), aparece una debilidad caracteristica en
un brazo o una pierna. Si se dafian los nervios de la mano, las piernas y los pies
(polineuropatia diabética), puede aparecer una sensacion anémala en forma de
hormigueo a dolor ardiente y debilidad en las piernas y brazos. Los dafnos a los
nervios de la piel predisponen a las lesiones repetidas, porque la persona pierde la
sensibilidad para percibir los cambios de presién o temperatura. Un aporte escaso
de sangre a la piel también provoca Ulceras e influye en que todas las heridas

sanen muy lentamente. Las Ulceras del pie pueden volverse tan profundas e

14



infectadas y resultar tan dificil su curacién, que puede ser necesaria la amputacién

de una parte de la pierna.” "2

Hay indicios recientes que demuestran que las complicaciones de la
diabetes se pueden evitar o retrasar, mediante el control de los niveles de glucosa
en la sangre. Existen también otros factores desconocidos, incluyendo los

genéticos, que determinan el curso de los acontecimientos.’

6.1 NEFROPATIA DIABETICA

En general, la nefropatia diabética (ND) se caracteriza por una progresion
en el deterioro de la funcidn renal, que lleva al paciente a la dialisis renal o incluso
al trasplante.'” Este término también se utiliza para sefalar las lesiones renales
originadas por afeccién microangiopatica o de los pequefios vasos; es entonces,
una complicacion vascular crénica debida al descontrol hiperglucémico crdnico
que lleva a una serie de alteraciones funcionales y estructurales a nivel

glomerular.?

De los primeros cambios detectables en el curso de la ND es el
engrosamiento del glomérulo (esto es una expansion de la matriz mesangial y
aumento de la pared de los capilares), el rindbn empieza a excretar mas albumina

de lo normal, 2?3 lo que se puede detectar por pruebas como turbidimetria.?*

El dafio renal provocado por la ND, habitualmente se diagnostica mediante

marcadores y el principal, es la excrecibn de albumina en orina. La
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microalbuminuria es la etapa en la que se excreta de 30-300 mg/dia de albumina
en ausencia de proteinuria detectable® y es la primera manifestacion clinica de la
nefropatia, inicialmente puede ser ocasional o condicionada por el ejercicio y/o
embarazo lo que tiene poco valor predictivo,?® al paso del tiempo, conforme la
enfermedad progresa, se destruye un numero creciente de glomérulos y se
presenta la etapa de macroalbuminuria en la que la excrecion de albumina alcanza

limites superiores a 500 mg/dia.??

En la progresion de la ND, la hipertensién se ha considerado un factor
deletéreo importante. El tratamiento farmacoldgico esta orientado a controlar la
presion sanguinea empleando inhibidores de la enzima convertidora de

angiotensina (ECA) y de bloqueadores del receptor tipo 1 de angiotensina (AT1).22

6.2 ESTRUCTURA Y FUNCION NORMAL RENAL

A diario, los riflones purifican unos 190 litros de sangre para filtrar
aproximadamente 1.9 litros de desechos y exceso de agua que se convierten en

orina la cual fluye a la vejiga a través los uréteres.

La orina es producida en el rindn mediante la eliminacion selectiva de
sustancias del plasma sanguineo. Una posterior reabsorcion controlada de agua,
iones, sales, azucares y otros hidratos de carbono, asi como proteinas de bajo
peso molecular, permite al rifndn producir orina con una composicién adecuada
para el medio ambiente interno y las necesidades del organismo en cada

momento.?® El aparato urinario normal estd compuesto por dos rifiones, dos
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uréteres, una vejiga y una uretra (en el hombre llamada uretra peneana) como se

muestra en la figura 1:

Figura 1. Componentes del sistema urinario®

Cada rindn humano contiene 8-18 piramides medulares, por lo que hay 8-18
papilas que terminan en los calices colectores. Se tienen los dos sectores: la
corteza (filtracion) y la médula (concentracién) y un hilio renal el cual esta formado
por: arteria renal, vena renal, pelvis renal y los uréteres. Las partes que
constituyen un rifén se encuentran esquematizadas en la figura 2. La unidad
anatémica y funcional del rin6n es la nefrona. El rifidn contiene de uno a dos
millones de nefronas las cuales estan formadas por dos sistemas: el glomerular y

el tubular.?*

El sistema glomerular constituye una red de capilares especializados con
un endotelio de 40nm de ancho con multiples fenestraciones circulares de 40 a
100nm de ancho las cuales provienen de ramificaciones de la arteriola aferente
mismos que se encuentran embebidos en una membrana basal especializada
(mesangio y membrana basal glomerular GBM) formada por distintos

componentes.®
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Figura 2. Partes que constituyen el riién®>%

El glomérulo esta formado por tres tipos celulares: células endoteliales,
células mesangiales y podocitos, y los filtros consisten en tres capas de la pared
capilar glomerular: el endotelio, formado por glucoproteinas polianidnicas
proteoglicanos y proteinas microfibrilares;?*® la membrana o lamina basal
glomerular, esta constituida por glucoproteinas (laminina, colageno tipo 1V)?” y
proteoglicanos como son perlecano, con tres sectores, lamina rara interna (LRI),
lamina rara externa rica en heparan sulfato y la lamina densa (LD);?® y la abertura
del diafragma localizada en los podocitos, los cuales son células planas de origen
epitelial cubiertas por una capa de mucopolisacaridos aniénicos, también llamadas
células epiteliales viscerales, las cuales forman parecido a un tapiz, que se
encuentra altamente polarizado, lo que permite un ordenamiento en la distribuciéon
de enzimas, transportadores de iones, canales y poros.?® El glomérulo esta

contenido en la cdpsula de Bowman, la cual esta formada por una membrana

basal y un epitelio plano o células epiteliales parietales.
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El sistema tubular es un conjunto de estructuras formadas por: el tubulo
proximal, es el sector metabdlicamente mas activo de la nefrona, con tres
segmentos (S1, S2 y S3); el asa de Henle, la cual es un regulador del indice de
filtrado glomerular, esta conformada por un conjunto de células conocidas como
“macula densa” donde tiene lugar el sistema renina-angiotensina-aldosterona y se
reabsorben CI', H20, y K*; *° el ttbulo distal, conformado por tres tipos de células
diferentes que poseen muchas invaginaciones en la membrana y es altamente
enrollado y rodeado por capilares; y el tubo colector, el cual presenta confluencia

de orina desde la pelvis renal hasta la vejiga.*’

6.3 FACTORES DE RIESGO AL DESARROLLO DE LA

ENFERMEDAD RENAL

Tiempo de evolucion de la diabetes, la nefropatia aparece
aproximadamente en el 50% de los pacientes después de 10 afios del comienzo

de la diabetes.

Hipertension arterial éste es el factor de riesgo mas importante para el
desarrollo de la nefropatia. Casi el 100% de los diabéticos con nefropatia son
hipertensos. Los pacientes que mantienen presiones arteriales por debajo o
iguales a 120/80 con mucha probabilidad no desarrollaran nefropatia. La
hiperglucemia con presiones arteriales bajas produce menos sobrecarga
glomerular por lo que la esclerosis mesangial, atrofia tubular y engrosamiento de

la membrana basal glomerular aparece mas tardiamente.
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Hemoglobina glucosilada. La prueba bioquimica que actualmente ha tomado
relevancia es la determinacién del porcentaje de hemoglobina glucosilada (HbA1c), con
respecto a la hemoglobina total. En individuos sanos la HbA:. es inferior al 6% (126
(100-152) mg/dL de glucosa en promedio) y en pacientes diabéticos (con
hiperglucemia) el porcentaje se incrementa. La importancia de controlar la HbA¢ radica
en que diversos estudios han demostrado que una disminucién en el porcentaje de
esta es relevante para el control y prevencidén de las enfermedades crénicas de la
diabetes tales como retinopatia y neuropatia. Hay una relacién entre el grado de
control de la glucemia medido por el porcentaje de hemoglobina glucosilada.*
Otras relaciones para el porcentaje de HbA{; son 5% que corresponde a (97
mg/dL (76-120) mg/dL de glucosa en promedio) y 7% que corresponde a (154

mg/dL (123-185) mg/dL de glucosa en promedio).

Hiperlipoproteinemia. Acelera la ateroesclerosis en la diabetes. La
glucosilacién de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) las hace mas receptivas

a la oxidacion y por lo tanto, mas aterogénicas.®®

Obesidad. La obesidad complica la evolucién de la nefropatia a través de
un peor control de la hipertension arterial, de la glucemia, elevacion de los lipidos
plasmaticos.** Ademas del aumento de la presién de filtracién glomerular® hay
otros factores asociados al dafio renal como lo son tabaquismo e historia familiar de

hipertensién.*
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6.4 GENETICA DE LA NEFROPATIA DIABETICA

El incremento en la membrana basal glomerular y la expansion mesangial
son marcadores de glomerulopatia, pero a nivel genético no se han identificado
genes especificos involucrados en la ND. Se sabe que los factores de riesgo para
el desarrollo de la nefropatia son hiperglucemia crénica y presion sanguinea
elevada, sin embargo, algunos pacientes con pobre control del nivel de glucosa y
baja presidn sanguinea, no desarrollan la nefropatia y se ha observado la
aparicién de esta enfermedad en México-Americanos, al igual que en los indios
Pima y Africo-Americanos, los cuales presentan altas frecuencias de insuficiencia
renal crénica terminal (IRCT).2*®" Lo anterior sugiere que la hiperglucemia no es
suficiente para que se desarrolle nefropatia, por lo tanto se deduce que la
nefropatia est4 genéticamente determinada.’® *® Los estudios de segregacion
familiar han mostrado que la herencia tiene un papel importante en la
susceptibilidad a las complicaciones renales en el diabético.>**' Seaquist encontré
una prevalencia del 83% en pacientes con diabetes cuyos hermanos habian
desarrollado ND, mientras que la prevalencia fue del 17% en pacientes con
diabetes y hermanos sin antecedentes de microalbuminuria. Quinn y Krolewski
confirmaron este hallazgo y propusieron que la existencia del gen enzima

convertidora de angiotensina (ECA) era la principal causante de la ND.*

En la actualidad se sabe que la contribucién de un gen Gnico es limitada.*>
* Para tratar de entender los factores genéticos, se han utilizado los siguientes

enfoques: el de genes candidato, analisis de ligamiento, mapeo por asociaciéon en
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desequilibrio de mezclas, prueba de desequilibrio de transmision. Utilizando este
ultimo enfoque, Kathrin G. et al. han propuesto 115 genes candidatos, en este
trabajo propone 71 nuevos genes asociados a ND.* Sin embargo, se necesitan
realizar mas trabajos en el area genética, especialmente en relacién a la

combinacién de genotipos y la interaccién génica.*®

22



7. SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA

El Sistema Renina-Angiotensina tiene un papel importante en el
mantenimiento de la homeostasis del medio interno y de la presion arterial. Este
sistema hormonal, cuyo producto activo es la angiotensina Il se compone de dos

partes segln el sitio de origen:*’

e Sistema Renina-Angiotensina endécrino-renal o sistémico: la angiotensina
Il generada, tiene como blancos principales al rindn, suprarrenales, vasos
sanguineos, corazén, cerebro y células sanguineas.*’

e Sistema Renina-Angiotensina pardcrino o autdcrino: cumple funciones
locales o regionales (corta distancia), se denominan también sistemas
locales o tisulares, y se demostraron en corazén, vasos sanguineos,

cerebro, rifién y suprarrenales.*’

Los componentes de la cascada de este sistema, necesarios para la
generacion de angiotensina |l son: la renina, el angiotensinégeno, y la ECA o
convertasa; los 6rganos y tejidos que disponen de estos elementos, pueden
producir angiotensina Il. Esta hormona desarrolla sus funciones a través de

receptores especificos (AT1 - AT2).474

La renina producida en las células yuxtaglomerulares del riién convierte

angiotensinégeno, derivado primeramente de hepatocitos, a angiotensina |
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inactiva, la cual es entonces convertida a angiotensina |l biolégicamente activa

como se muestra en la figura 3.%

Aszp-Arg-Yal-Tir-lle-His-Fro-Fen-His-Leu-Yal-lle-Asn-R
ANGIOTENSING GEND

REMIMA,

Asp-Arg-val-Tirlle-His-Pro-Fen-His-Leu

AMGIOTENSIMA, |
(Peptidildipeptidasa ENIMA CONVERTIDORA
[PDP] cininasa DE ANGIOTEMSINA (ECA)

Asp-Arg-val-Tir-lle-His-Pro-Fen
ANGIOTEMSINA I

Fig.3. Quimica del sistema renina-angiotensina. Se muestra la secuencia de aminoacidos del extremo amino terminal de
angiotensinégeno humano. R denota el resto de la molécula proteinica®®

7.1 ANGIOTENSINOGENO

Es una alfa globulina que se encuentra en la posicién 1g42-943 del exén del
cromosoma 1°° (Fig. 4), sobre la que actlia la renina para dar angiotensina I. El
sustrato de renina es sintetizado y liberado por el higado. La secuencia de
aminoacidos ha sido determinada por clonado molecular. Si bien esta proteina es
producida en el higado, otros tejidos que secretan angiotensina Il sintetizan
angiotensinégeno (rindn, cerebro, corazoén, tejido adiposo). En la cascada
metabdlica para obtener angiotensina Il, el angiotensinédgeno no limita su

sintesis.*®0
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Fig. 4. Cromosoma 1%

La proteina es involucrada en la estabilizacién de la presiéon arterial y en la
patogénesis de hipertension esencial y preeclampsia. Las mutaciones en este gen
estan asociadas con la susceptibilidad de la hipertension esencial y puede causar
diagénesis renal tubular, un grave desorden en el desarrollo renal tubular. Se han

reportado 245 diferentes polimorfismos presentes en el angiotensinégeno.”!

7.2 ENZIMA CONVERTIDORA DE ANGIOTENSINA

También llamada convertasa o quinasa ll, es una gran proteina (1278 a.a.),
que cataliza la conversién de angiotensina | a angiotensina Il. Es una peptidil
carboxipeptidasa poco especifica, que rompe dipéptidos de sus sustratos; la

angiotensina | (decapéptido), es convertida en angiotensina Il (octapéptido).*®

Inactiva a las bradiquininas que son péptidos vasodilatadores, de esta

accién dependen por lo menos dos efectos de los Inhibidores ECA (I-ECA).**°

e Potencian el efecto hipotensor.
e Se ha incriminado la tos y el edema angioneurético de los I-ECA con este

bloqueo.
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El sitio donde se produce la mayor tasa de conversidén a angiotensina ll, es
el borde luminal endotelial del lecho vascular pulmonar; en menos escala en todo
el lecho vascular y en aquellos érganos que producen angiotensina |l localmente.

En el plasma la actividad de ECA, es escasa.*®

7.3 ANGIOTENSINATIT Y llI

La angiotensina | practicamente no tiene actividad fisioldégica por su rapida
conversion a angiotensina Il. Cuando la convertasa esta inhibida puede ejercer
acciones similares a la angiotensina I, pero muy inferiores en cuanto a su

potencia.*®

La angiotensina Ill, también ejerce acciones similares, e incluso, mas
potente que la angiotensina Il pero su vida media es tan corta que sus efectos son

débiles.*®

7.4 ANGIOTENSINA I

Esta hormona resultante de la cascada SRA tanto sistémica, como local
cumple importantes funciones sobre varios 6rganos de la economia. Los blancos
fundamentales son: el rifidn, las suprarrenales y los vasos sanguineos; a través de
estos efectores, logra mantener una presién arterial, volemia y natremia

adecuados a las necesidades fisioldgicas del organismo.***°
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A nivel mesangial tiene una funcién tdnica constrictora. En resumen, a nivel
renal la angiotensina Il tiene acciones vasculares, glomerulares, mesangiales y

tubulares.*®

7.5 RECEPTORES DE ANGIOTENSINA I

La angiotensina Il cumple su funcion fisiolégica a través de receptores
especificos. Se conocen dos tipos de receptores: AT1 y AT2. Los receptores AT1
se localizan en los riiones de los mamiferos adultos, principalmente en el
glomérulo, tubulos corticales renales, células vasculares del musculo liso, células
intersticiales medulares y ductos colectores. La estimulacion de éste receptor
produce retencion de sodio, vasoconstriccién, decremento en la tasa de filtracién
glomerular con hipertrofia en las células mesangiales, y por consiguiente
disfuncién renal, son mas numerosos que los AT2; estos tienen una funcion tréfica
(de crecimiento), en embriones, no habiéndose descubierto su funcién en la vida
extrauterina. Evidencia reciente indica que los receptores renales AT2 estimulan la
dilatacibn de las arteriolas eferentes, disminuyen la hipertrofia de células
mesangiales y tiene accion natriurética, sugiriendo un efecto benéfico con funcién

opuesta a los receptores AT1.°'2
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8. MEDICINA GENOMICA

El proyecto del genoma humano ha determinado la secuencia de los 3200
millones de nucleétidos del genoma humano y ha elaborado un mapa que ubica a
los 30,000—40,000 genes con el cual se establecen las bases de lo que algunos
han denominado medicina predictiva y medicina genémica.’® La predisposicién
genética o susceptibilidad de las personas a una enfermedad no necesariamente
significa que la vaya a contraer sino que éstas son el resultado de la pérdida de la
homeostasis del organismo, ya sea por causas genéticas o ambientales, las
primeras incluyen todos los cambios en la secuencia del genoma heredados o
adquiridos y los segundos incluyen el resto de los factores del ambiente en el que
se desarrolla el individuo, como una mala alimentacién y la vida sedentaria.>* El
analisis del genoma humano ha permitido estudiar cerca de 1,000 genes
causantes de enfermedades monogénicas y ha hecho evidente algunos de los

polimorfismos o variaciones de un solo nucleétido (SNP).>®
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9. VARIACIONES DEL DNA

Al completarse la secuenciacion del genoma humano se ha incrementado el
interés para identificar los cambios que se encuentran en el material genético.
Ciertos cambios son de gran importancia clinica porque pueden estar asociados a
padecimientos innatos o por exposicidon a determinados factores ambientales que
pueden causar mutaciones.’® La deteccién de estas variantes es la base central
de la ciencia moderna de la genética molecular; al conocer la relaciéon entre
variaciones genéticas y funciones bioldgicas se vislumbran nuevos horizontes en

areas de la biologia, evolucién y patofisiologia humana.®’

Las causas genéticas incluyen a todos los cambios en la secuencia del
genoma humano sean heredados o adquiridos; los ambientales, incluyen al resto
de los factores del medio ambiente en el cual se desarrolla el individuo, tales como
alimentacion, estilo de vida, exposicion a agentes quimicos o luz ultravioleta entre
otros. En algunas enfermedades, como las monogénicas, los genes tienen un
papel determinante en su fisiopatologia. Sin embargo, las enfermedades
multifactoriales como la diabetes, por su parte, se ven influenciadas tanto por

componentes genéticos como ambientales.*®

La medicina genomica, definida como el uso rutinario de analisis
genotipicos para mejorar el cuidado de la salud, tiene sus pilares en la capacidad
de conocer los polimorfismos de un solo nucleétido 6 SNPs de cada individuo y de

modificar el medio ambiente en que se desarrolla.®® De esta forma, la medicina
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gendmica dara como resultado una practica médica mas individualizada, predictiva

y preventiva. Asi serd posible diagnosticar a cada individuo en forma pre-

sintomatica, lo que permitira llevar a cabo medidas de atencién a la salud que

retrasen o eviten las manifestaciones clinicas, complicaciones y secuelas de las

enfermedades comunes que tanto impacto tienen en la socieda

d 60-61

Tabla 2. Variaciones del DNA

Tipo

IN/DEL

STR

VNTR

SNP

Consecuencia
Insercidon/Delecion

Regiones cortas del DNA son perdidas o ganadas

Repetidos cortos en tandem

Pequefias regiones de DNA (solo unas cuantas bases),
son duplicados en lugares contiguos, son empleados
ampliamente como marcadores para diferenciar entre
individuos.

Variantes en el nimero de repetidos en tandem

Numero variable de repeticiones, pueden ser tripletes

Polimorfismos de un solo nucleétido

Es la causa mas frecuente de variacion del DNA en el
genoma humano. Son cambios en una sola base
nitrogenada con una frecuencia mayor del 1%.
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9.1 POLIMORFISMO DE UN SOLO NUCLEOTIDO (SNP)

Al completarse el proyecto del genoma humano se ha facilitado la busqueda
y descubrimiento de millones de SNPs y su estudio en la asociacién a

enfermedades mono y poligénicas.®?

Un polimorfismo genético es toda aquella variacién que se encuentra en la
secuencia del DNA. Los SNPs son la variacion de la secuencia de DNA que ocurre
cuando un solo nucleétido se sustituye por otro en la secuencia del genoma. Para
gue una variacion sea considerada un SNP, debe ocurrir por lo menos en el 1% de
la poblacién en estudio. Los SNPs constituyen cerca del 90% de toda la variacion
genética humana y se encuentran una vez cada 500-1,000 nucledtidos; sin
embargo, existen regiones (hot spots) donde ocurren cada 100-300 bases, a lo

largo de 3 mil millones de bases del genoma humano.®

Los SNPs pueden ocurrir en regiones codificantes del gen (exones), en
regiones no codificantes (intrones), en regiones promotoras y en sitios “splicing”
del genoma. Muchos SNPs aparentemente no tienen ningun efecto sobre la
funcion de la célula, pero se ha demostrado que otros podrian predisponer a

enfermedad o modificar |a respuesta a medicamentos.®®
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10.SNPs DEL ANGIOTENSINOGENO

En varios estudios se han investigado los polimorfismos del
angiotensindégeno, los cuales pueden predisponer a pacientes con diabetes a
desarrollar nefropatia, el genotipo TT del polimorfismo M235T ha sido asociado

con nefropatia diabética en diabetes tipo 1,%

mientras que otros estudios en
diabetes tipo 1 y 2 no se ha encontrado dicha asociacién.®®® En estudios
realizados a poblaciones asiaticas, especificamente a la Taiwanesa, se demostro
gue en personas con nefropatia diabética se observa una mayor frecuencia en la
presencia del polimorfismo C3889T del angiotensindgeno que anteriormente no se
habian reportado.®® Aunque no se han reportado genotipos especificos del
polimorfismo T174M asociados a la nefropatia diabética ni DT2, el genotipo TT de

éste gen ha sido asociado a hipertension arterial de una manera significativa en

una poblacién espafiola,’®”® lo que sugiere su relacién con fallas renales.
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11. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La DT2 es una enfermedad crénico degenerativa que afecta a la poblacién
mundial, cuyo incremento es alarmante en anos recientes por su alta morbilidad, la
nefropatia diabética es su principal complicacion, la cual es causante de falla renal
en etapa terminal, seguida de los trastornos de la circulacion periférica, la letalidad
por complicaciones agudas ha disminuido con el uso de la insulina y de los
hipoglucemiantes orales y han permitido la sobrevida de los enfermos por mas
tiempo, pero a la vez han propiciado el incremento de las complicaciones crénicas.
Debido a que las causas genéticas de la nefropatia diabética no estan bien
definidas, es importante aportar mas informacidén que permita conocer el papel que
tienen los polimorfismos de genes como el angiotensindgeno en la susceptibilidad
al desarrollo de esta complicacion de la diabetes, en particular en los habitantes

de la Ciudad de México.

Se ha demostrado que los SNPs pueden afectar la actividad del gen, la
estructura y funcion de las proteinas y esto puede influir en el riesgo del desarrollo
de nefropatia diabética. Por lo anterior, es importante identificar la frecuencia del
SNP C3889T del angiotensinégeno y determinar, mediante el analisis estadistico,
si hay asociacién entre la frecuencia de los genotipos y el desarrollo de nefropatia

diabética.
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12. OBJETIVO GENERAL

Determinar la frecuencia del SNP C3889T (M235T; rs4762) del
angiotensindégeno y su asociacién con el desarrollo de nefropatia diabética

en pacientes con DT2 de la ciudad de México.

12.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la frecuencia del SNP C3889T del angiotensindgeno en
pacientes con DT2.
Establecer si el C3889T del angiotensinégeno, se encuentra relacionado
con las caracteristicas antropométricas y bioquimicas que presenta el
paciente diabético.
Determinar si el C3889T del angiotensinégeno, esta asociado con la

nefropatia diabética.
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13. HIPOTESIS

Existe diferencia estadisticamente significativa en la frecuencia del genotipo
de riesgo TT al desarrollo de la enfermedad renal, entre el grupo con nefropatia

diabética y el grupo sin nefropatia diabética.
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14. DISENO DE INVESTIGACION

14.1 TIPO DE ESTUDIO

Estudio transversal, comparativo y prolectivo.

14.2 POBLACION EN ESTUDIO

Universo de trabajo. La poblacién de estudio estuvo formada por

derechohabientes del IMSS CMN siglo XXI, cuyo tamafo de muestra se basoé en
la frecuencia del alelo menor al 5%, por lo que se propuso que cada grupo de
estudio estuviese formado por 400 pacientes, lo cual permitié detectar al menos un
homocigoto para la variante del SNP C3889T, que tedricamente estuvo en
equilibrio de Hardy-Weinberg. Esto es, q (alelo de menor frecuencia) igual a

0.0025, gp 0.095 y p de 0.9025. Asi que 0.0025x400=1 individuo.

Los pacientes participantes conformaron dos grupos:

Grupo sin nefropatia diabética (SND): 460 pacientes de entre 45 y 70 anos

de edad, sin evidencia de albuminuria, con 10 aflos o mas de diagnostico de DT2.

Grupo con nefropatia diabética (ND): 350 pacientes de entre 45 y 70 anos
de edad, con 10 afos o mas de diagndstico de DT2, con microalbuminuria
(relacién albumina/creatinina en orina entre 30 a 300 mg/g, o con creatinina

sérica > a 1.5 mg/dL) o con macroalbuminuria (relacién albumina/creatinina
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en orina mayor de 300 mg/g) que incluyé también a pacientes con terapia

de dialisis.

A dichos pacientes se les determinaron las medidas antropométricas
(cintura, cadera, talla y peso), con las cuales se obtuvo el indice de masa corporal
e indice de cintura cadera; datos de hipertension. Se tomé una muestra de sangre
periférica con y sin anticoagulante para realizacion de las pruebas bioquimicas
(glucosa, colesterol, creatinina, HDL, LDL) y obtenciéon del DNA. A los dos grupos

se les solicitd una muestra de orina para cuantificar albamina.

El proyecto esta registrado y aprobado por el Comité Local de Investigacion
del Hospital de Especialidades Siglo XXI, IMSS. Cada participante debié contestar

un cuestionario de identificacién y firmar una carta de consentimiento informado.

14.3 CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION.

Los pacientes se evaluaron, para su inclusion, con los siguientes
criterios:
e Pacientes derechohabientes del IMSS.
GRUPO SND: DT2 sin evidencia de albuminuria
Criterios de inclusion:
e Diagnostico de DT2 (ADA) de 10 afios 0 mas.

e Sexo indistinto.
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e FEdades comprendidas entre 45y 70 afos.

e Acepten participar en el estudio.

e Glucemia en ayuno = 126 mg/dL.

Criterios de exclusion:

e Pacientes consanguineos.

Criterios de eliminacion:

e Pacientes en los cuales no se hayan completado los estudios clinicos y

bioquimicos correspondientes.

e Muestra sanguinea inapropiada para la determinacién del genotipo

(muestra contaminada, muestra insuficiente, extraccion errébnea de ADN).

GRUPO ND: Pacientes con DT2 y Nefropatia diabética.

Criterios de inclusion:

e Diagnostico de DT2 (ADA) de 10 afios 0 mas.

e Sexo indistinto.

e Edades comprendidas entre 45 y 70 anos.

e Acepten participar en el estudio.

e Glucemia en ayuno = 126 mg/dL.
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e Microalbuminuria (relacién albumina/creatinina en orina entre 30 y

300 mg/g o con creatinina sérica > a 1.5 mg/dL).

e Macroalbuminuria (relacion albumina/creatinina en orina mayor a 300

mg/g) que incluye a pacientes con terapia de dialisis.

Criterios de exclusion:

e Pacientes consanguineos.

Criterios de eliminacion:

e Pacientes en los cuales no se hayan completado los estudios clinicos y

bioquimicos correspondientes.

e Muestra sanguinea inapropiada para la determinacién del genotipo

(muestra contaminada, muestra insuficiente, extraccion errébnea de ADN).

e Pérdida de la muestra de DNA.

14.4 VARIABLES

Variable independiente:
e SNP C3889T del angiotensinégeno.
Variable dependiente:

e Presencia de la nefropatia diabética.

e Tiempo de evolucion de la diabetes.
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e Microalbuminuria.

e Macroalbuminuria.

14.5 METODOLOGIA

Las técnicas realizadas en el procedimiento experimental fueron las

siguientes:

EXTRACCION DEL DNA

La extraccién de DNA se realiz6 mediante columnas de QIAamp DNA Blood
Midi/Kit Handbook (Qiagen, USA), las cuales se procesaron de acuerdo a las

especificaciones del fabricante, como se indica:

Se resuspendio el paquete celular de leucocitos con PBS 1X 'y se agito, se
adicion6 proteasa Quiagen, y regulador (AL), se mezcld e incub6. Posteriormente
se adicion6 etanol y se mezclo, se dejé reposar a temperatura ambiente y se agitd,
se transfiri6 a una columna QlAamp Midi y se centrifugd. Al terminar, se descarté
el filtrado y se coloco en el tubo de 15 mL, se adicion6 el regulador de lavado
(AW1) y se centrifugd. Posteriormente se adicion6 el segundo regulador de lavado
(AW2) y se centrifugd, enseguida la columna se retird del tubo y se colocd en un
tubo nuevo, y se incub6 a 70°C, al enfriarse se adicioné el regulador de eluido
(AE) al centro de la membrana, se incubd y centrifugd, se repitié este ultimo paso

y el DNA obtenido, se guardé en refrigeracion.
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CUANTIFICACION Y DETERMINACION DE LA INTEGRIDAD DEL DNA

Para determinar la integridad del DNA obtenido, se prepar6 un gel de
agarosa al 0.9% en TBE (Tris-Borato-EDTA 0.5M pH=8.0), y se adicioné bromuro
de etidio, se colocaron en cada pozo del gel DNA y amortiguador de carga (azul
de bromofenol y xilencianol en glicerol) y se realizé electroforesis. Después el gel

se observé en el analizador de geles equipado con una fuente UV.

El DNA a cuantificar se homogeniz6 y se tomaron las lecturas
correspondientes a 260 y 280 nm para cada muestra y calcular la concentracion

en el espectrofotémetro Victor® (Perkin Elmers, USA).

AMPLIFICACION POR PCR EN TIEMPO REAL DEL FRAGMENTO DEL

SNP DEL GEN DEL ANGIOTENSINOGENO

Se utiliz6 un DNA integro y con pureza de 1.7 a 2.0, se prepararon
diluciones a una concentracion de 20 ng/uL. Posteriormente, se prepar6 la mezcla
de reaccion con los reactivos de Applied Biosystems: Master Mix, sonda al 40X

(Applied Biosystems: C__ 1985480_20), DNA y agua inyectable.

Se colocaron la mezcla y el DNA en cada pozo de la placa y ésta se sellé
con la cubierta. Se corri6 la reaccion de PCR, el 10% de las muestras se corrieron

por duplicado.
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16. DISENO ESTADISTICO

El equilibrio de Hardy-Weinberg para la distribucién de genotipos se
determind por chi cuadrada. Se emple6 la t de Student y ANOVA para el analisis
de los datos bioquimicos y clinicos. Estos estudios de asociacion SNP con
albuminuria se llevaron a cabo con las tablas de contingencia 2x3 y se evalu6 el
riesgo en los expuestos. Un valor de p<0.05 y o del 95%, se consider6

significativo. Se utiliz6 el paquete estadistico SPSS versién 11.0 software.
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17. RESULTADOS

Como primer paso se procedidé a analizar las caracteristicas clinicas y
bioquimicas de los pacientes diabéticos con y sin nefropatia, mostradas en la tabla
3. Los pacientes del grupo SND (sin nefropatia diabética) tenian funcién renal
normal y normoalbuminuria. Ambos grupos fueron similares de edad, duracién de
la diabetes, indice de masa corporal, proporciébn de géneros, hemoglobina
glucosilada y colesterol (P>0.05). Los grupos tampoco difirieron significativamente

(P<0.05) en cuanto a la presién arterial.

Tabla 3. Caracteristicas clinicas y bioquimicas de la poblacién estudiada.

CARACTERISTICA SND ND
(n= 460) (n=350)
EDAD (ANOS) 59.0+94 59.6+9.0
DURACION DE DIABETES (ANOS) 17.0+ 5.8 16.0+ 7.6
INDICE DE MASA CORPORAL 29.0 £ 4.7 27.6+52
PRESION AR(EIEI&;)L SISTOLICA 12604180 134.0420.0
PRESION ART(EIEQ;) DIASTOLICA 80.0 £ 9.0 29.0+ 10.0
Acl% 9.0+2.2 8.7+2.6
COLESTEROL TOTAL (mg/dL) 219.0+45.0  220.0+58.0
TRIGLICERIDOS (mg/dL) 229.0+159.0 232.0 + 142.0
COLESTEROL-LDL (mg/dL) 127.0£34.0  129.0 £ 44.0
COLESTEROL-HDL (mg/dL) 46.0+10.0 44.0 +16.0

Los datos son expresados como la media + desviacién estandar. Los datos no mostraron
diferencias significativas p > 0.05.

SND-= Sin Nefropatia Diabética

ND= Nefropatia Diabética
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Posteriormente se analizaron las caracteristicas de los pacientes en
relacion con los genotipos del gen del angiotensindgeno, esto se realiz6 para
verificar influencia de un genotipo especifico en alguna de las caracteristicas
bioquimicas. Todas la caracteristicas fueron similares entre los pacientes que

presentaron diferentes genotipos (P>0.05).

Las frecuencias encontradas tanto en los sujetos del grupo SND como los
del grupo ND se presentan en la tabla 4. Las frecuencias de los sujetos sin y con
nefropatia diabética fueron comparadas para verificar si un polimorfismo se
encontraba en mayor proporcién en un grupo que en otro, sin embargo no se

encontr6 ninguna diferencia significativa (P>0.05).

Tabla 4. Distribucidén de genotipos del SNP C3889T de angiotensinégeno.

SND ND

GENOTIPOS 460 n=350
cc 3.0 2.0
CT 200 24.0
TT 770 740

ALELOS

c 0.13 0.14
T 0.87 0.86

Los datos son expresados en porcentaje
SND-= Sin Nefropatia Diabética
ND= Nefropatia Diabética
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18. DISCUSION

Se realiz6 un estudio de 810 pacientes con DT2, incluidos 460 pacientes
(hombres y mujeres) sin dafio renal, agrupado como el grupo SND y 350 pacientes
(hombres y mujeres) con dario renal, agrupados como el grupo ND. Ambos grupos
se encuentran diagnosticados con DT2 desde hace por lo menos 10 afos de
evolucién. En este estudio, el grupo de individuos con nefropatia tuvieron una
edad semejante que el grupo con so6lo DT2, sin embargo, no hubo diferencias
significativas entre ambos grupos, al igual que no se encontraron diferencias

significativas en edad, tiempo de evolucién e indice de masa corporal.

En el presente trabajo se determind la frecuencia del SNP C3889T del gen
del angiotensinégeno que pudiese estar asociado con la aparicién de la nefropatia
diabética a consecuencia del padecimiento de DT2, que no han sido reportados

con anterioridad.

La variante en el rs4762 del gen del angiotensin6geno no ha sido reportada
como factor fundamental para el desarrollo o la predisposicion a desarrollar la ND,
sin embargo los genes de los componentes del sistema renina-angiotensina (RAS)
han sido considerados prioritariamente como genes candidatos a estar asociados
con la hipertension arterial esencial (HTA) y por ende el posible desarrollo a una
afeccion renal, ya que dicho sistema desempefia un papel crucial en la
7

homeostasis de las sales y del agua y en el mantenimiento del tono vascular.

Dentro de los genes del RAS ha sido el del angiotensindgeno (AGT) el primero y el
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mas ampliamente estudiado, dado que existen varias observaciones compatibles
con una relacion directa entre el AGT y la presién arterial: correlacidon significativa
entre las concentraciones plasmaticas de AGT y los niveles de presion arterial,
descenso de la presion arterial tras la administracion de anticuerpos anti-AGT,
expresiéon del gen del AGT en tejidos directamente implicados en la regulacién de
la presion arterial, y el hecho de que la induccion de cambios en la expresion del
gen del AGT en ratones de lugar a cambios en la presion arterial.”? Jeunemaitre y
colaboradores encontraron en 1992 evidencia de ligamento entre el gen del AGT y
la HTA en dos poblaciones (una de Utah y otra de Paris), utilizando un marcador
altamente polimérfico localizado en el lado 3’ del gen.”* Tras este hallazgo,
identificaron 15 polimorfismos dialélicos en el gen del AGT, de los cuales dos
mostraron relacion con la HTA en un estudio de asociacion llevado a cabo en las
mismas poblaciones. Estos dos polimorfismos dialélicos fueron el T174M
(presencia de treonina o de metionina en la posicién 174 de la proteina debida a la
presencia de C o de T en la posicion +521 del gen) y, sobre todo, el M235T
(presencia de metionina o de treonina en la posicién 235 de la proteina debida a la
presencia de T o de C en la posicion +704 del gen). Las variantes 235T y 174M
fueron las que se asociaban con HTA. Los autores concluyeron, que estos
polimorfismos podrian tener una implicacién directa en los niveles de presion

arterial.”*

Asi entonces, el analisis realizado con las diferentes caracteristicas clinicas
y bioquimicas de la poblacién estudiada no mostré ninguna diferencia significativa

con respecto al genotipo.
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19. CONCLUSIONES

% No hay diferencias significativas en los parametros bioquimicos ni en las
frecuencias genotipicas entre los grupos SND y ND en el polimorfismo

C3889T.

% El polimorfismo C3889T del gen del angiotensinbgeno no presenté alguna
asociacién significativa en la progresion de la nefropatia diabética.

Tampoco presentd una diferencia significativa con la presién arterial.
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20. PROPUESTAS

En la actualidad la identificacion de SNPs es una de las bases de la biologia
molecular moderna y es la técnica mas minuciosa para la determinacion de

variantes genéticas a nivel de DNA.

A pesar de que en este trabajo se identific6 un SNP y no se asoci6 a alguna
de las caracteristicas bioquimicas y antropométricas de la poblacién diabética con
dafo renal, aun debe realizarse otras investigaciones a nivel de estructura y
funcién de proteina, estudios histologicos a nivel renal; y se propone que en
estudios posteriores de pacientes DT2 con nefropatia y sin nefropatia, se amplie el

estudio a un niumero mayor de muestras y con grupos mas homogéneos.
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22. ANEXO

METODOLOGIA DETALLADA

EXTRACCION DE DNA

Para la extraccién de DNA se realiza mediante columnas de QlAamp DNA
Blood Midi/Kit Handbook (Qiagen, USA) y se procesan de acuerdo a las

especificaciones del fabricante, que son las siguientes:

Resuspender el paquete celular de leucocitos con 2 mL de PBS 1X y agitar
vigorosamente en vortex, adicionar 200 uL de proteasa Quiagen, y 2.4 mL de
regulador (AL), mezclar nuevamente en vortex, incubar a 70°C durante 4 horas en
agitacion constante (mezclar en vortex cada dos horas por periodos de 15
segundos). Posteriormente adicionar 2 mL de etanol y mezclar en vortex durante
15 segundos. Dejar la muestra durante 10 minutos a temperatura ambiente y
agitar en vortex por 15 segundos. Transferir 4 mL de la mezcla anterior a una
columna QlAamp Midi y colocar en un tubo de centrifuga de 15 mL, centrifugar a
3000 rpm durante 4 minutos a temperatura ambiente. Al terminar, descartar el
filtrado y adicionar el volumen restante de la mezcla, centrifugar a 3000 rpm
durante 4 minutos a temperatura ambiente. Remover la columna, descartar el
filtrado y colocar la columna otra vez en el tubo de 15 mL, adicionar 2 mL de
regulador de lavado (AWH1) y centrifugar a 4100 rpm durante 3 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente adicionar 2 mL del segundo regulador de

lavado (AW2) y centrifugar a 4100 rpm durante 20 minutos a temperatura
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ambiente, después quitar la columna del tubo e incubar a 70°C durante 10 minutos
y al enfriarse colocar la columna en un tubo de centrifugacién nuevo de 15 mL,
adicionar 300 uL del regulador de eluido (AE) (previamente calentado a 40°C) al
centro de la membrana. Incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos y
centrifugar a 4100 rpm durante 6 minutos a temperatura ambiente, agregar de
nuevo 300 pL de AE, incubar 5 minutos a temperatura ambiente y posteriormente

centrifugar a 4100 rpm durante 6 minutos a temperatura ambiente.

CUANTIFICACION Y DETERMINACION DE LA INTEGRIDAD DEL DNA (FEIKE

1998)

Homogenizar el DNA a cuantificar y realizar una dilucion de cada muestra
1:10. Tomar las lecturas correspondientes a 260 y 280 nm para cada muestra y
calcular la concentracién en el espectrofotémetro Victor® (Perkin Elmers, USA).
Las muestras que aceptadas para estudios posteriores son aquellas que tengan
por lo menos 50 ug/mL de DNA. Calcular el cociente de las lecturas obtenidas a
260 nm y 280 nm con el fin de determinar la pureza, éste debera ser de entre 1.8y

2.0.

Una vez realizada la extraccién, cuantificacién y determinacion de la pureza
del DNA, realizar la prueba de integridad con objeto de observar la presencia 6

ausencia de degradacién, con la siguiente técnica:

Preparar un gel de agarosa al 0.9% en TBE (Tris-Borato-EDTA 0.5M

pH=8.0), y adicionar 0.6 uL de bromuro de etidio (0.5 mg/mL), colocar en el pozo
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del gel 2 uL de DNA y adicionar 2 uL de amortiguador de carga (azul de
bromofenol y xilencianol en glicerol). Cargar el gel colocando 4 uL de la mezcla y
realizar electroforesis a 80 voltios por 1 hora. Después observar el gel en el
analizador de geles equipado con una fuente UV (BIO-RAD modelo ET9970623-

54).

AMPLIFICACION POR PCR TIEMPO REAL DEL FRAGMENTO DEL SNP DEL

GEN DEL ANGIOTENSINOGENO

Utilizar la sonda TagMan (Applied Biosystems, California USA), esta sonda
estda marcada con los fluoréforos VIC para el alelo “1” y FAM para el alelo “2” de
acuerdo a la siguientes coordenadas (alelo X y Y se refieren a su ubicacién

espacial en las graficas que da como resultados el equipo).

TECNICA TAQMAN PARA SNPS EN EL SOFTWARE S.D.S. VERSION 2.2.2

PARA EL EQUIPO 7900HT

Utilizar un DNA integro y con la pureza adecuada, preparar diluciones de
cada muestra de DNA a una concentracion de 20 ng/uL. Es importante que las
muestras tengan concentracién uniforme para que se agrupen en los tres

genotipos posibles: homocigotos 1, heterocigotos, homocigotos 2.

Posteriormente, preparar la mezcla de reaccién con los reactivos de Applied

Biosystems:
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2.5 uL de Master Mix.

0.125 uL de sonda al 40X.

DNA 1 pL (20 ng/uL), el rango va de 5-30 ng/uL.

Agua inyectable: ajustar a 6 L.

Nota: La Master Mix contiene el buffer, los dNTPs y la Taq Polimerasa.

Colocar 4.2 pL de la mezcla y 1 uL de DNA en cada pozo (uno por muestra)

y se sellar con la cubierta. Correr con las siguientes condiciones de PCR.

Inicial (Hold) 2 min 50 °C
Steps (Hold) 10 min 95 °C
Melting 15seg 95 °C
Alineacion /extension 1 min 60 °C
Numero de ciclos: 45

Termal Cicler Protocol Standar

Nota: Correr por duplicado el 10% de las muestras.
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PROGRAMACION PARA DISCRIMINACION ALELICA EN EL SOFTWARE
S.D.S. VERSION 2.2.2 PARA EL QUIPO 7900HT DE APPLIED

BIOSYSTEMS.

Paso para obtener una representacién grafica de los alelos.

Encender la computadora y el equipo de PCR en tiempo real 7900HT. Una

vez que el equipo se haya estabilizado, acceder al programa S.D.S 2.2.2.

Seleccionar una plantilla nueva, aparece una ventana con varias opciones
(cuantificacién absoluta, discriminacién alélica) y opciones de calibracion como:
Background (realizar cada mes 6 cada semana dependiendo de el uso de el
equipo) Pure Spectra (calibracién) entre otras. Elegir la opcién de cuantificacién

absoluta (Absolute Quantification), y seleccionar toda la placa.

Adicionar el detector, los NTC (No Template Control) y colocar como
referencia pasiva a Rox, posteriormente abrir la pestafna “instrument”, para
verificar las condiciones de PCR ya mencionadas. Una vez terminada, guardar en

un archivo para verificar resultados.

Al término de la cuantificacion absoluta, abrir una plantila nueva y
seleccionar la opcion de discriminacion alélica y agregar el marcador, NTC vy

referencia pasiva (ROX). Guardar para verificar resultados.

Una vez terminado, abrir la plantilla de cuantificacién absoluta y seleccionar

la opcion “instrument”; dar click en “open/close”, colocar la placa (previamente
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cargada con la mezcla y DNA) en el brazo robético y se dar clic nuevamente en
“open/close”, cerrado el equipo, seleccionar “Start” y esperar alrededor de 2 hrs

para que el equipo termine la reaccién de PCR-tiempo real.

Una vez concluida la reaccion de PCR, abrir la plantilla de discriminacién
alélica, en la pestana de “instrument” dar click en “Post Read” y esperar alrededor

de 2 min para que realice una lectura completa de la placa.

Realizar la revision de resultados de ambas corridas.

FUNDAMENTO DE LAS SONDAS TagMan

Una sonda Tagman es un oligonucleétido cuya secuencia es
complementaria a la region central del amplicdn. Tiene una secuencia de 13 a 18
nucledtidos que presenta en el extremo 5’una marca fluorescente (reportero) y en
el extremo 3’un quencher o apagador que anteriormente era TAMRA (actualmente
se utilizan apagadores no fluorescentes) de tal forma que cuando estas dos
moléculas se encuentran unidas por la sonda, toda la fluorescencia emitida por el
reportero, es absorbida por el apagador, por lo que la fluorescencia global
observada es igual a cero, a este fendbmeno se le conoce como FRET de Féster (o
Fluorescent Resonant Energy Transfer). Las sondas Tagman, que tienen una Tm
mayor que los primers, por lo que durante la etapa de alineacién, la primera en
unirse a su secuencia especifica es la sonda, y posteriormente los primers, de tal
forma que cuando la DNA polimerasa se une al extremo 3" del primer e inicia la

elongacion, en su paso se encuentra con la sonda y la degrada dada su actividad
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exonucleasa 5°- 3. Al ser degradada, libera al reportero del apagador lo que
suprime el fenbmeno FRET vy la fluorescencia emitida puede ser determinada por
el sistema de deteccion. Dado que la fluorescencia emitida es proporcional a la
cantidad de sonda degradada, y esta a su vez es proporcional a la cantidad de
templado generado, este sistema permite visualizar el incremento de amplicén a lo

largo de la reaccion de PCR. La reaccion de esquematiza en la figura 5.

Figura 5. Discriminacion alélica con sondas TagMan. 1. DNA molde y componentes de la reaccion, 2.
Desnaturalizacién del DNA y alineamiento de las sondas, 3. Polimerizacién y generacién de la sefial. Cuadro de la derecha,

leyenda.
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