UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE MEDICINA
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

CENTRO MEDICO NACIONAL 20 DE NOVIEMBRE

ASOCIACION ENTRE ENFERMEDAD RENAL CRONICA TERMINAL Y EL POLIMORFISMO DE
ENOS GLU298ASP EN POBLACION MEXICANA

TESIS DEPOSGRADO
PARA OBTENER EL TITULO DE ESPECIALISTA EN

NEFROLOGIA

PRESENTA
DRA. ORALIA ALEJANDRA OROZCO GUILLEN
N. AUTORIZACION 733
DIRECTOR DE TESIS: DRA. ILEANA PATRICIA CANTO CETINA

CO-DIRECTOR DE TESIS: DR. JUVENAL TORRES PASTRANA

MEXICO D.F, 2012



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



INVESTIGADORES Y TUTORES:

ORALIA ALEJANDRA OROZCO GUILLEN
Investigador Principal y Responsable de protocolo de Investigacion
Residente de Tercer afio de Nefrologia

DRA. ILEANA PATRICIA CANTO CETINA

Investigador Principal, Asesor y Director de Tesis

Jefe de Divisidn de Investigacion Biomédica, Subdireccion de Ensefianza e Investigacion,
Centro Médico Nacional 20 de Noviembre, ISSSTE. Teléfono: 52003513. Correo:
ipcanto@yahoo.com.mx

DR. JUVENAL TORRES PASTRANA

Investigador Participante y Co-Director de Tesis

Jefe del Servicio de Nefrologia y Titular del curso de Nefrologia del Centro Medico Nacional 20 de
Noviembre, ISSSTE.

DR. RAMON MAURICIO CORAL VAZQUEZ

Investigador Participante y Co- Director de Tesis

Adscripcién: Division de Medicina Gendmica, Subdireccién de Ensefianza e Investigacion,
Centro Médico Nacional 20 de Noviembre, ISSSTE. Teléfono: 55755306. Correo:
rmcoralv@prodigy.net.mx

DR. LUIS VICENTE GUTIERREZ LARRAURI

Investigador Participante

Medico Internista y Medico Adscrito al servicio de Nefrologia del hospital “Dr. Dario Fernandez
Fierro”, ISSSTE

MVZ. AGUSTIN CORONEL
Investigador participante
Laboratorio de Biologia del Desarrollo de la Division de Investigacién Biomédica, CMN 20 Noviembre, ISSSTE.


mailto:rmcoralv@prodigy.net.mx

Esta Tesis fue realizada en el laboratorio de Biologia del Desarrollo de la Division de
Investigacion Biomédica del Centro Medico Nacional 20 de Noviembre bajo la direccién
de la Dra. lleana Patricia Canto Cetina, la Co- direccion del Dr. Ramén Mauricio Coral
Vdazquez y el apoyo del MVZ Agustin Coronel



Esta Tesis esta dedicada a Mi Padre por que es la Luz de mi vida entera
Y a Mi madre, por ser la fuerza y fortaleza de mi corazén

Gracias a ambos, los admiro y amo profundamente.

Agradecimientos

A Luis Vicente Gutiérrez Larrauri por ser mi compafero, complice, amigo y amor; gracias por que
con tu ejemplo me has inspirado dia a dia para ser mejor, Te amo y te admiro muchisimo.

A la Dra. Paty Canto, por creer y apoyar mis ideas; por sus comentarios, correcciones y
aportaciones a este trabajo pero sobre todo por abrirme las puertas de su laboratorio. Mil gracias.

A Agustin Coronel, por que con tu constancia, disciplinay conocimientos me ayudaste a concluir
este proyecto.

A mis pacientes y a todos aquellos voluntarios que apoyaron este proyecto, muchisimas gracias.



GLOSARIO

33 N Enfermedad Renal Crénica

33 P Enfermedad Renal Crénica Terminal
1 2 P Reaccidn en cadena de la Polimerasa
€ NOS .t s e s st s sas e s Sintasa de 6xido Nitrico Endotelial
L] N Glutamina

] RS Asparagina

TRRu e ctteses e seesaesreeseesassse snssnssreenesnasnseesaesss snnasnnn Terapia de Remplazo Renal

0 ] Diabetes Mellitus

HAS. ...ttt tr e seeseese enae e st sassse senessass e snesresssennsssensnns Hipertension Arterial Sistémica

[ | 0 N Hemodialisis



ASOCIACION ENTRE ENFERMEDAD RENAL CRONICA TERMINAL Y EL POLIMORFISMO DE
ENOS GLU298ASP EN POBLACION MEXICANA

RESUMEN

La Enfermedad Renal Crénica (ERC) es identificada como “dafio renal de una duracién
igual o mayor a 3 meses”. Existen ciertas causas que hacen mas susceptible al ser humano
a padecer esta enfermedad, entre ellas las genéticas.

El objetivo de este estudio es investigar si la presencia de un polimorfismo de la sintasa de
Oxido Nitrico (eNOS), esta asociado con la presencia de enfermedad renal crénica en
poblacion mestiza.

Para ello realizamos un estudio de casos y controles donde incluimos a 65 pacientes con
ERC y a 60 personas sanas a los cuales se les buscé el polimorfismo de eNOS Glu298Asp
para lo cual se realizé discriminacion alélica por PCR de tiempo real.

Las diferencias entre el alelo y las frecuencias en el genotipo entre grupos fueron
evaluadas por Ji?

La frecuencia de eNOS GIu298ASP entre grupos no mostro significancia estadistica, sin
embargo la frecuencia del alelo T no se encontré en los casos pero si en los controles
confiriendo un efecto protector para ERC.

Nuestros resultados sugieren que la presencia del polimorfismo de eNOS Glu298Ap en
pacientes sanos confiere un factor de proteccién para desarrollar Enfermedad Renal

Crdnica en poblacién Mestiza Mexicana.



INTRODUCCION
Marco Tedrico

La enfermedad Renal Crénica (ERC) fue definida en el afio 2002 por la National Kidney
Foundation de Estados unidos (K/DOQI, 2002) como “dafio renal de una duracion igual o
mayor a tres meses, caracterizado por anormalidades estructurales o funcionales con o sin
descenso de la tasa de filtracién glomerular a menos de 60ml/min/1.72m?”. Estadificaron
cinco etapas en la evolucién de la enfermedad crénica renal, las cuales se basan en la
presencia de dafio estructural y/o la disminucion de la tasa de filtracion glomerular (TFG).
1,2

La ERC es un proceso multifactorial de cardcter progresivo e irreversible que
frecuentemente conduce a un estado terminal (ERCT) en el cual la funcion renal se
encuentra lo suficientemente deteriorada como para que el paciente fallezca necesite
terapia de remplazo renal (TRR), es decir, didlisis o trasplante.*?

En el 2008, el Instituto Nacional de la salud y la excelencia clinica (NICE) modifico la
clasificacién de K/DOQI para ERC subdividiendo la etapa 3 en ERC3a y ERC3b, en la cual la

TFG es estimada entre 50 a 45ml/min/1.73m?y 44 a 30ml/min/1.72m’ respectivamente.’



Epidemiologia

Al igual que en otros paises, México estd envuelto en un proceso de transicion
epidemioldgica a través del cual ciertas enfermedades crénico degenerativas como la
diabetes mellitus y la hipertension arterial han desplazado a las enfermedades infecciosas
de las principales causas de muerte.> Asimismo, la ERC es una enfermedad frecuente
presente tanto en las dos patologias mencionadas arriba, como en las que son originadas
por alguna causa infecciosa, genética o endocrinoldgica. Cuando la ERC alcanza un estado
terminal (ERCT) y no es tratada de manera efectiva, conduce a la muerte en poco tiempo
debido a su naturaleza discapacitante y progresiva.

Como resultado del incremento constante en su incidencia durante las ultimas décadas, la
diabetes mellitus y la hipertensién arterial han alcanzado proporciones epidémicas. Los
datos de la ENSA 2000 muestra que la prevalencia de la diabetes es del 7.2%, lo cual
equivale a mds de 7 millones de mexicanos afectados (principalmente adultos mayores de
60 afios); y la ENSANUT2006 revela que la prevalencia de hipertensiéon arterial es de
16.3%. Debido a la fuerte correlacion que existe entre la ERC, la diabetes mellitus y la
hipertensidn arterial se entiende que la frecuencia de la primera continuara en aumento si
la de la diabetes y la de |a hipertensidén siguen incrementandose.

En el 2005, las estadisticas de mortalidad mostraron que la ERCT fue por si misma, la
décima causa de muerte a nivel nacional, dando origen a mas de 10 mil fallecimientos.
Ademads, existen reportes que revelan que alrededor de 60 mil personas mueren cada afio
por esta enfermedad aunque otra condicidén sea registrada como la principal causa de

muerte. El problema de la ERCT ya posee dimensiones alarmantes, la estadistica revela



gue el niumero de casos de ERC continuard en aumento: si las condiciones actuales
persisten, para el ano 2025 habra cerca de 212 mil casos y se registraran casi 160 mil
muertes relacionadas a dicha enfermedad.

Con base en los datos del Registro de didlisis y Trasplante del Estado de Jalisco y del
Instituto Mexicano del Seguro Social, se calcula que existen aproximadamente 40 mil
pacientes en alguna modalidad de dialisis (Instituto Mexicano del Seguro Social 2006). De
1993 a 2001, México experimentd un aumento en la poblacién de didlisis del 11% anual.
En nuestro pais existe una de las prevalencias mas elevadas de diabetes mellitus a nivel
mundial, y se estima que en los siguientes afios aumentara en un 250%.

Correa-Rotter, durante el 2005 reporto que la prevalencia de la ERC era aproximadamente

del 25% en la poblacién en general entre 25 y 40 aios de edad.””

Factores de riesgo y complicaciones para ERC

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de morbimortalidad en los
pacientes con ERC. En 1998, Foley et al., encontraron que los pacientes con ERCT tiene un
riesgo 30 veces mayor de morir por enfermedad cardiovascular y este riesgo es 65 veces
mayor entre las edades de 45 y 54 aiios y 500 veces mayor en pacientes mas jovenes. Este
riesgo no solo es atribuible al proceso patolégico subyacente como la diabetes mellitus y
la hipertension arterial, conocidos factores de riesgo de enfermedad cardiovascular, sino
también a la correlacidn que existe entre la uremia y la aterosclerosis acelerada. Como se
muestra en el cuadro 1, en la ERC es frecuente encontrar factores de riesgo

cardiovasculares tradicionales como hipertension arterial, dislipidemia, edad avanzada.



Por otra parte, en la uremia hay una disminucién en al excrecion de citocinas, las cuales
producen un estado crénico inflamatorio lo que aunado al incremento de homocisteina y
a la acumulacién de productos finales de la glucosilacion genera disfuncién endotelial y
estrés oxidativo, lo que explica el elevado riesgo de mortalidad cardiovascular que

presentan los pacientes con ERC."%*?

Tabla 1.
Factores de riesgo de enfermedad
cardiovascular en la ERC
Tradicionales Reladionados a ERC
Diabetes mellitus Homocisteinernia
Hipertension Anemia
Edad avanzada Hipervolemnia
Vida sedentaria Inflamacidn
Tabaquismo Estrés oxidativo
|/ oL A HOL Hipercoagulabilidad
Etiologia

Las causas de la ERC son diversas, y se pueden agrupar en enfermedades vasculares,
enfermedades glomerulares primarias, enfermedades glomerulares secundarias,
enfermedades tubulointersticiales y uropatias obstructivas. >

Hace varios anos la causa mds comun de la ERC eran los cambios glomerulares referidos
como glomerulonefritis; hoy en dia, la disminucién en la mortalidad de los pacientes con
diabetes mellitus e hipertension arterial sistémica ha permitido que dichas enfermedades
evolucionen a complicaciones como la ERC, Y han sustituido a las glomerulonefritis como

causas mas frecuentes de enfermedad renal.’
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Por otra parte, el oxido nitrico derivado de las células endoteliales, estd relacionado
profundamente con el mantenimiento del tono vascular. Existen diferentes factores de
riesgo asociados a ERC entre ellos estan los genéticos.” Se ha descrito que polimorfismos
en la sintasa de oéxido nitrico (eNOS) puede manifestarse como un deterioro de la
generacioén de oxido nitrico y el cual ha sido relacionado como un factor que influye en el
deterioro de la enfermedad renal hacia mayores complicaciones cardiovasculares o bien
hacia falla renal terminal.*”*:

El polimorfismo GIu298Asp de la eNOS ha sido el que mas se ha asociado (en reportes en
la literatura) como uno de los factores que influyen o bien como un factor de riesgo para
el deterioro de la funcién renal hacia falla renal terminal de cualquier etiologia. Lo anterior
debido a que su presencia se ha relacionado con una mayor incidencia de eventos

cardiovasculares.*®”2

Oxido Nitrico

El oxido nitrico generado por el endotelio es un potente vasodilatador. Se trata de una
pequefia molécula que pesa 30 daltons, que se sintetiza, a través de la oxidacion de la L-
arginina, por la familia de la oxido nitrico sintasa (NOS). Existen 3 isoformas en las que la
enzima ha sido identificada: 2 constitutivas; eNOS neuronal y eNOS endotelial, y la
inducible. La oxido nitrico sintasa endotelial eNOS es la mas abundante en la circulacidon y
la que contribuye en mayor medida a regular el tono vascular antes los cambios

presentados.
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Aparte de contribuir a la vasodilatacion, el dxido nitrico ha ganado la atencién por su
papel como un neurotransmisor en el cerebro y un agente citotdxico dirigido hacia células
tumorales, asi como un potente regulador de la hemodinamica no solo sistémica si no
también intrarrenal, por lo tanto cualquier factor que lo altere puede tener un impacto
importante sobre el deterioro de la funcion renal.

La reduccion en la produccidn de dxido nitrico es el primer paso para la aparicién de un sin
numero de enfermedades. La incidencia de las enfermedades cardiovasculares en la
poblacién con ERC es alta, siendo esta la causa mas importante de muerte en este

grupo.5’6

Papel de los Polimorfismos de eNOS en la Enfermedad Renal Terminal

Los mecanismos de la nefropatia diabética no han sido aclarados, se han propuesto varias
hipdtesis entre ellas, una alteracidon en la funcién vasodilatadora derivada de un tono
vasomotor anormal, sobre todo en fases tempranas de la diabetes. Por lo anterior
existen estudios que revelan que los pacientes con ERC y nefropatia diabética tienen una
predisposicion mayor a cursar con complicaciones cardiovasculares, lo anterior
probablemente debido a un componente genético, ya que se ha observado que diversos
polimorfismos de un solo nucledtido (SNP) de la eNOS puede incrementar la respuesta
vascular incrementando el estrés oxidativo.”

El polimorfismo mas estudiado en relacion a ERC secundaria a nefropatia diabética e
hipertension es el G-894T->Glu298Asp localizado en el exén 7 del gen eNOS. Es

importante mencionar que estd asociacion es relacionada como de riesgo para peor
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evolucién una vez que se tiene ERC.” Asimismo, el polimorfismo Glu298Asp es considerado
un factor que favorece el estrés oxidativo, trombofilia, infarto al miocardio, hipertensién e
incluso preeclampsia. Ademas dicho polimorfismo, ha sido involucrado en la génesis y la
evolucién de la disfuncion endotelial y enfermedad cardiovascular en pacientes con ERC
en hemodidlisis secundaria a nefropatia diabética, pues esta alteracién afecta la
respuesta vascular incrementando el estrés oxidativo debido a la reduccién de la actividad
de la eNOS.’

Existen diversos estudios de asociacion del polimorfismo Glu298Asp y ERC secundaria a
nefropatia diabética e hipertension llevados a cabo en poblacién japonesa, china, coreana,

caucésica, italiana e Indu.t*

Algunos de esos estudios sugieren que la ERC asociada a
diabetes se relaciona mas con dicho polimorfismo, otros estudios no reportan correlacién
y algunos otros revelan que existe mayor asociaciéon respecto a la presencia de Glu298Asp
y la ERC asociada a hipertensién arterial.*®

Sin embargo, no existen estudios de asociacidn de dicho polimorfismo y ERC en poblacién
mestiza-Mexicana, por lo anterior resulta interesante estudiar si en nuestra poblacién

mestizo mexicana la presencia de este polimorfismo se asocia con una evolucién mas

rapida o no hacia falla renal terminal sea cual sea la etologia de la enfermedad renal.
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JUSTIFICACION

La enfermedad renal crénica es uno de los principales problemas de salud publica
Mundial. En México, existen alrededor de 40 mil pacientes en dialisis, por lo que
representa una de las enfermedades mas costosas a no solo en nuestro pais si no a nivel
mundial en material de tratamiento, lo cual constituye un reto econdmico para los
sistemas de salud.

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de morbi-mortalidad en los
pacientes con ERC ya que se ha reportado que estos pacientes tienen un riesgo de
mortalidad por complicaciones cardiovasculares 30 veces mayor que la poblacién en
general. Este riesgo es 65 veces mayor en pacientes entre 45 y 54 afios y 500 veces mayor
en pacientes mas jovenes, lo anterior debido a la correlacién entre la uremia y la
aterosclerosis acelerada.

El dxido nitrico y su sintasa juegan un papel clave para el proceso aterosclerético. Diversos
polimorfismos del gen que codifica a la eNOS han sido investigados en relacién a
enfermedad renal terminal; sin embargo el que mas se ha asociado con este padecimiento
es el Glu298Asp, siendo el alelo Asp relacionado a la presencia de un mayor riesgo de
complicaciones cardiovasculares en pacientes en hemodidlisis. De igual forma se ha
observado que este alelo en pacientes diabéticos se asocia a una progresiéon de la
nefropatia diabética hacia la falla renal terminal.®®

Debido a que la diversidad genética de nuestra poblacién es amplia y de que los estudios

publicados se han realizado en diversas poblaciones diferentes a la nuestra, resulta
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interesante evaluar el polimorfismo Glu298Asp de eNOS en poblacién mestiza-Mexicana
con enfermedad renal crénica terminal.

Con base en lo anterior y de obtener resultados positivos se pudieran encaminar esfuerzos
con el fin de modificar positivamente la historia natural de la enfermedad y dirigir

terapéuticas que retarden dicha progresion.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Debido a los resultados contradictorios de asociacién de GIlu298Asp y ERC descritos en
diversas poblaciones y a que el acervo genético de nuestra poblacién determinado por el
mestizaje es diferente a otras poblaciones del mundo e incluso es diferente entre nuestra
propia poblacion nos plantemos la siguiente pregunta:
¢El polimorfismo 298Asp de eNOS se asocia a la presencia de enfermedad renal crénica
terminal en hemodialisis causada por diabetes o por hipertensién arterial en pacientes de

origen mestizo-Mexicano de una muestra de la poblacién de la ciudad de México D.F.?

Objetivo General
Determinar si existe asociacién del polimorfismo Glu298Asp del gen eNOS con presencia
de enfermedad renal crénica terminal en pacientes en hemodidlisis secundaria a

nefropatia diabética o hipertension arterial en pacientes de origen mestizo-Mexicano.
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Hipdtesis
El alelo 298Asp del gen eNOS se asocia a la presencia de enfermedad renal crdnica

terminal de etiologia diabética o hipertensiva.

MATERIAL Y METODOS
Sujetos
Se incluyeron sujetos de origen étnico mestizo-Mexicano (dado por al menos tres
generaciones de la familia en este pais y que no se encuentren relacionadas
biolégicamente entre si) que acudian a consulta al Centro Médico Nacional “20
Noviembre”. Tanto los sujetos con ERCT (casos) como los sujetos sanos (controles) que

aceptaron ingresar al estudio, firmaron la carta de consentimiento informado.

Casos

Se incluyeron pacientes con ERC en estadio 5 en hemodidlisis secundaria a Diabetes
Mellitus o Hipertensién Arterial Sistémica.

Todos los sujetos fueron de origen mestizo-Mexicano de una muestra de la poblacidn del
Centro Médico Nacional “20 Noviembre”, reclutados durante el periodo comprendido

entre enero 2012 a mayo 2012.

Controles
Se incluyeron sujetos de origen mestizo-Mexicano clinicamente sanos que acudian a la
consulta externa en el periodo antes descrito, sin antecedentes de patologia, neoplasica o

infecciosa, se les practicé una historia clinica completa, asi como estudios generales
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(biometria hematica, quimica sanguinea y perfil de lipidos de no mas de 6 meses de
antigiiedad). Se incluyeron aquellos pacientes con indice de masa corporal (IMC) menor a

29.9, que no estuvieran bajo tratamiento farmacoldégico.

Criterios de inclusion de los controles
e Pacientes que firmaron el consentimiento Informado
e Pacientes antecedentes de enfermedades infecciosas agudas o crénicas y sin
antecedentes de neoplasias que se conocieran sanos

e Pacientes que no tomaran ninguna medicacién farmacoldgica.

Criterios de Inclusion de los casos

e Pacientes que firmaron el consentimiento informado.

e Paciente con enfermedad renal terminal (ERCT) en hemodidlisis convencional de
etiologia diabética (es decir pacientes con determinaciones de glucosa al azar
mayores a 126mg/dl, A1C>7%, carga oral de glucosa después de 2hrs>200mg/dl) vs
pacientes con ERCT de etiologia Hipertensiva ( Hipertensién arterial sistémica,
glomerulopatias, litiasis, otras)

e Pacientes que reciban hemodialisis 3 veces x semana de 3 a 4 hrs con aclaramiento

menor a 10ml/min y KTV mayor a 1.2.
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Criterios de Exclusion
e Que no aceptaran firmar la carta de consentimiento informado.
e Pacientes con enfermedades inflamatorias sistémicas de origen reumatoldgico,
como lupus eritematoso sistémico, artritis reumatoide, esclerosis multiple o algun
tipo de coagulopatia.

e Pacientes con infeccidn activa (infecciones en los 3 meses previos).

Criterios de Eliminacion
e Pacientes con infradialisis (medido por KTV menor a 1.2).
e Que presenten alguna infeccidn al momento de la toma de muestra

e Que presente algun proceso inflamatorio sistémico activo agudo

Diseiio del estudio

Se trata de un estudio descriptivo, transversal y comparativo.

Tanto los casos como los controles, se les aplicd un cuestionario en donde se evalud los
factores de riesgo, asimismo, se les realizaron estudios de laboratorio en el momento en
el que se tomd la muestra o bien se consideraron los examenes de hasta 6 meses previos.
Previa firma de carta de consentimiento, se procedié a la toma Unica de una muestra de 5
ml de sangre de una vena periférica, para la posterior extraccién del DNA de los leucocitos

de sangre periférica.
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Extraccion de DNA de sangre periférica

Se extrajo el DNA a partir de sangre periférica, para ello, la sangre se depositd en tubos de 5
ml con etilen diamino tetra acetato disddico (EDTA) 0.5M, pH 8, como anticoagulante. Las
muestras se colocaron en hielo agregandosele sacarosa-triton 2X (Sacarosa 0.64M, Trizma-
base 0.02M, MgCl, 0.01M y Tritdn 100X al 2%) y agua desionizada (ddH,0). Los leucocitos se
separaron por centrifugacion y se decanté el sobrenadante HT esencial para la obtencién de
un botdn nuclear. Para lisar los leucocitos se afiadié amortiguador de lisis nuclear, pH 8.2,
(Trizma-base 10 mM, NaCl 400 mM y Na,EDTA 2mM), sulfato dodecilico sddico (SDS) al 20%
y Proteinasa K [20 mg/ml]. Se dejé incubar por 14 h a 372 Cy se adicionara después de dicho
lapso NaCl saturado para luego centrifugarse. El sobrenadante se transfirié a tubos de 15 ml
y el DNA precipitandose con dos volumenes de etanol absoluto, se agité por inversion.
Posteriormente, el DNA se lavd en etanol frio al 70%, y se dejé secar a temperatura
ambiente, se re suspendié en ddH,0, almacendndose a -202 C para su analisis posterior.

Se determind la concentracion de DNA por espectrofotometria. Para conocer la calidad de

las muestras se llevd a cabo una electroforesis en gel de agarosa al 1.2%.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) en Tiempo Real

El analisis del SNP G894T—->GIu298Asp en el exdn 7 (rs1799983) se realizd tanto en el DNA
de las pacientes como de las controles. Este analisis se llevd a cabo mediante
discriminacion alélica por PCR en tiempo real con sondas de hidrdlisis de acuerdo con el
sistema PCR allelic discrimination TagMan assays (Applied Biosystems, Foster City, CA,

USA. Todas las reacciones se realizaron con 10-20 ng de DNA, 2.5 ul de TagMan Universal
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Master Mix 2x (AB), 0.25 ul de los iniciadores y la sonda (40x) y agua a un volumen final de
15 ul. En todos los ensayos se incluyeron controles negativos correspondientes. El PCR en
tiempo real se realizé en el equipo LightCycler 480 Il (Roche) con las siguientes
condiciones: 50°C por 2 min, 95°C por 10 min y 50 ciclos de amplificacién (92°C por 15sy
60°C por 1.30 min). Para cada ensayo se utilizd el TagMan® SNP Genotyping Assays

especifico: ensayo ID: C_3219460 20.

Andlisis Estadistico
Se realizd un andlisis exploratorio de cada una de las variables, para evaluar la calidad de
la informacion. Se calcularon las frecuencias relativas, medidas de tendencia central y de

dispersion para las diversas variables.

Para examinar la asociacién en las variables discretas se utilizé la prueba de y” en caso de
cumplir con los requerimientos para la misma, caso contrario se utilizé la prueba exacta

de Fisher.

Se llevé a cabo el analisis de las frecuencias alélicas del polimorfismo del gen eNOS. Se
evalud en toda la poblacién si el polimorfismo analizado sigue el equilibrio de Hardy-
Weinberg. Se empled la prueba de X? para establecer si existié asociacidén genética de un
alelo con un fenotipo determinado. Se utilizd un modelo estadistico de regresidn logistica
para identificar los predictores, ajustado por posibles factores confusores. Se considerd
diferencia significativa cuando p < 0.05. Se utilizé el paquete estadistico STATISTICA

Version 8-2007.

20



CONSIDERACION ETICAS

Para la realizacién de este estudio, se obtuvo la aprobacion del Comité de Investigacién
Cientifica como de la Comisién de Etica en Investigacién en Salud, del ISSSTE (No. 733).
Todos los participantes que aceptaron ingresar al estudio, firmaron previamente una carta
de consentimiento informado que permitira disponer de la informacién y las muestras de
DNA. La forma de consentimiento informado se estructurd acorde con las disposiciones de

la Secretaria de Salud en materia de investigacion en humanos.

Asimismo, para conservar la privacidad y confidencialidad de los datos obtenidos en el
cuestionario que se aplicd, asi como los datos obtenidos del estudio de los polimorfismos, se
utilizo la base de datos, niumeros de folio para identificar a los participantes en el proyecto y

de esa forma conservar el anonimato.

Los riesgos implicitos en la toma de las muestras de sangre, mismas que se solicitaron

para la obtencidn del ADN, son considerados minimos.
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RESULTADOS

Se incluyeron 130 sujetos de ambos sexos, distribuidos de la siguiente manera: 65

controles y 65 casos (34 con ERC secundaria a diabetes mellitus y 31 secundaria a

hipertensidn arterial).

La media de edad para los controles fue de 36, para los casos con ERC-DM 59.4 y para los

casos de ERC-HTA 37.7 (Tabla 2).

Tabla 2. Edad de los grupos de estudio

Grupo N MEDIA DESV. EST MINIMO | MAXIMO
Controles 65 36.01587 10.033 20 64
ERC-DM 34 59.44118 12.59194 26 80
ERC-HTA 31 37.70968 14.12844 20 67
Total 130 42.64844 15.51661 20 80

N= numero de sujetos; Desv. Est= desviacion estandar; ERC-DM= enfermedad renal
crénica-diabetes mellitus; ERC-HTA=

sistémica.

enfermedad renal crdénica-hipertension arterial
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En la siguiente tabla se puede muestra el peso tanto de los controles como de los casos.

Tabla 3. Peso de los grupos de estudio

N MEDIA DESV. EST MINIMO | MAXIMO
Controles |65 65.2254 10.24179 45 95
ERC-DM 34 64.03529 11.01924 41.1 93
ERC-HTA 31 59.38387 13.89957 44 102
Total 130 63.49453 11.57953 41.1 102

N= numero de sujetos; Desv. Est= desviaciéon estandar; ERC-DM= enfermedad renal
cronica-diabetes mellitus; ERC-HTA= enfermedad renal crénica-hipertensién arterial
sistémica.

El consumo de tabaco se observé predominantemente en pacientes sanos Tabla 4.

Al comparar la asociacién entre el grupo de estudio y el habito tabaquico, la X*=9.46;

demostré asociacion estadisticamente significativa. P=0.008

Tabla 4. Tabaquismo de los grupos de estudio

Grupo No Fumadores Fumadores Total
Controles 44 21 65
ERC- DM 32 2 34
ERC-HTA 25 6 31
Total 100 29 130

ERC-DM= enfermedad renal cronica-diabetes mellitus; ERC-HTA= enfermedad renal

cronica-hipertension arterial sistémica.
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Asimismo, al analizar la presencia de dislipidemia entre el grupo control y los grupos de
estudio se observé diferencia estadisticamente significativa para dislipidemia X* =75.8;

demostrando también asociacion. P=0.002.

Tabla 5. Presencia de dislipidemia en los sujetos de estudio

Sin dislipidemia Con dislipidemia Total
Controles 59 6 65
ERC-DM 2 32 34
ERC-HTA 8 23 31
Total 68 61 130

ERC-DM= enfermedad renal crdénica-diabetes mellitus; ERC-HTA= enfermedad renal
cronica-hipertension arterial sistémica.

Con respecto al polimorfismo Glu298Asp del gen eNOS, el analisis del equilibrio de Hardy-
Weinberg determind que se encontraba en equilibrio (P> 0.05), ya que la distribucién de
los genotipos observados no difirié de los genotipos esperados tanto para los casos como

para los controles.

Con respecto al andlisis genético, se pudo observar que la frecuencia del alelo G fue para
el grupo control del 84.62% y del 92.31 % para todo el grupo de pacientes y para el alelo T
del 15.38% (controles) y del 7.69% para todos los casos; sin embargo no hubo diferencias

significativas entre los grupos (RM=0.458; I.C. al 95%=. 0.206-1.022; P= 0.0522). Al realizar
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0.379; I.C. al 95%=. 0.124-1.162; P= 0.08.

que no se encontro diferencias significativas entre los grupos.

el analisis por grupo de pacientes, observamos que el grupo de pacientes con ERC-HT

presentd una frecuencia del alelo G del 93.55% y del alelo T del 6.45%, con una RM=

En la tabla 6 se muestra la distribucién genotipica de los sujetos de estudio, observando

Tabla 6. Distribucion del polimorfismo Glu298Asp del gen eNOS

Gen eNOS Grupo
NuUmero de referencia Internacional Todos los
rs1799983 Controles Casos IRC-DM IRC-HTA

Distribucion genotipica

eNOS G/G 47  (72.3%) |55 (84.6%) 28 (82.4%) 27 (87.1%)
G/T 16  (24.6%) (10 (15.4%) |6 (17.6%) 4 (12.9%)

T/T 2 (31%) | 0 (0%) 0 (0%) 0 (0 %)
Total 65 (100%) |65 (100%) |34 (100%) 31 (100%)

Frecuencia
alélica

G 84.6% 92.3% 91.2% 93.6%

T 15.4% 7.7% 8.8% 6.4%

Hardy-Weinberg P>0.05 P>0.05 P>0.05 P>0.05

ERC-DM= enfermedad renal cronica-diabetes mellitus; ERC-HTA=

cronica-hipertension arterial sistémica.

enfermedad renal
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DISCUSION
La enfermedad renal crdnica es una condicion patoldgica de origen multifactorial donde
las caracteristicas genéticas asi como el medio ambiente ademas de los factores propios
del paciente como la alimentacion o la exposicion a ciertas sustancias, se encuentran
involucrados en la génesis y en su desarrollo.
En nuestra poblacién Mestizo mexicana encontramos que la dislipidemia y el tabaquismo
son factores de riesgo asociados de manera importante con el desarrollo de Enfermedad
Renal Crénica Terminal encontrando significancia estadistica.
Las complicaciones cardiovasculares son las principales causas de muerte en paciente con
ERCT (Asakimori, 2004 4), siendo la mortalidad cardiovascular en pacientes con dialisis del
alrededor de 10 a 20 veces mas frecuentes que la poblacién general (Asakimori, 2004 %).
Entre los diversos factores implicados en el deterioro de la funcién renal, los cambios en la
hemodindmica se cree que son importantes. El dxido nitrico es un factor de relajacion
derivado del endotelio, el cual actua como un regulador potente de la hemodinamica
intrarrenal (Nagase, 2003’).
La disfuncién endotelial y la arterioesclerosis prematura son consideradas factores
genéticos potenciales que pudieran acelerar la ERC hacia glomerulonefritis crénica y
nefropatia diabética. Estudios in vivo llevados a cabo en ratas, han demostrado que
presentan concentraciones elevadas de 6xido nitrico, por lo que se sugiere que éste, juega
un rol en la génesis de la hiperfiltracién e hiperperfusion observadas en la diabetes, que se
relaciona con hipertrofia glomerular con expansion mesangial e incremento en la presién

intracapilar [Noiri, 2002%.
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Recientemente, varios estudios han demostrado que polimorfismos de la eNOS se
relacionan con la hemodinamica renal(He Y et al, 2002 ' siendo uno de los mas
estudiados el Glu298Asp. Diversos estudios han sugerido que el polimorfismo Glu298Asp
de eNOS tiene consecuencias funcionales, los analisis in vitro han proporcionado una
vision en que un modelo recesivo de Asp298 quiza afecta la funcidon de la proteina, debido
a que el Asp298 de eNOS se somete a un rompimiento catalitico selectivo en las células
endoteliales y el tejido vascular, reduciendo asi la generacidon del éxido nitrico vascular
[Didz-Olguin, 2012%%]

Por otra parte, se ha observado que el alelo de riesgo Asp se asocia a la ERCT en
hemodialisis y el genotipo homocigoto TT (Asp/Asp) se asocia principalmente con un
incremento en el riesgo de complicaciones cardiovasculares y con ello peor prondstico en
la ERC (Noiri, 2002*"Nagase, 2003’).

En el presente estudio analizamos en sujetos de origen mestizo-Mexicano si la ERCT
secundaria a diabetes mellitus o a hipertensién arterial sistémica se asociaba al
polimorfismo Glu298Asp del gen eNOS. No encontramos una asociacion significativa; sin
embargo, si observamos una tendencia de asociacion del alelo Asp con ERCT.

Nagase et al.”, analiz6 el mismo polimorfismo en pacientes de Japén con ERC secundaria a
nefropatia diabética, hipertensién arterial, entre otras, en estadios terminales en
hemodialisis, encontrando que el genotipo Asp/Asp se asociaba en forma significativa con

EFR secundaria tanto a diabetes como a otras patologias.

Asimismo, otro grupo de investigadores observaron, que pacientes japoneses con ERCT

secundario a diabetes en hemodialisis, también se asociaba en forma significativa el
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genotipo Asp/Asp con la patologia, no encontrando asociacién con ERCT secundaria a
otras enfermedades (Noiri 2002%%). En forma interesante, dichos autores llevaron a cabo
estudios funcionales in vitro, encontrando que el alelo T (Asp) se asociaba en forma
significativa a una disminuciéon de dxido nitrico y acumulacidn de nitratos en comparacion

del alelo G (Glu).

En contraste, Asakimori et al.”, estudio sujetos del mismo grupo étnico con ERCT en
hemodidlisis no secundaria a nefropatia diabética y analizaron los riesgos de

complicaciones cardiovasculares; no encontrando asociacion.

Cabe mencionar que en los tres estudios citados arriba, el alelo de riesgo que predominé
para ERCT fue el alelo Ty genotipo TT (Asp/Asp). En contraste, en nuestra poblacién de
mestizos-Mexicanos, observamos que el alelo T (Asp) predomina en los sujetos control y el
analisis estadistico aunque no significativo mostré una tendencia hacia proteccién de este
alelo (RM=0.458; I.C. al 95%=. 0.206-1.022; P= 0.0522). En forma interesante esta
tendencia de asociacién se observé cuando comparamos a los sujetos control versus los
sujetos con ERCT secundaria a hipertension (RM= 0.379; I.C. al 95%=. 0.124-1.162; P=
0.08). En forma interesante, nosotros observamos esta tendencia en el grupo de ERCT por
hipertensidn en contraste a lo descrito en la literatura, en donde la asociacion lo observan

en pacientes con ERC secundaria a diabetes®

No es la primera vez que en un grupo étnico determinado un alelo o genotipo es
considerado de riesgo y en otro grupo étnico es considerado de proteccion. Reforzando lo

. 22 , . . . .
anterior, Canto et al**, observd que en poblacion de mujeres con preeclampsia de origen
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mestizo-Maya un polimorfismo en el gen MTHFR y uno en GSTP1 se asociaba en forma
inversa a preeclampsia en relacion a mujeres de origen asidtico y caucasico. De igual
forma sus resultados estuvieron de acuerdo al predominio de uno u otro alelo en otras

patologias diferentes a preeclampsia.

Lo anterior descrito por Canto et al. 22,24

, ¥ lo observado en nuestro estudio, posiblemente
es secundario a nuestro acervo genético. La poblacidn mestiza-Mexicana esta constituida
por una mezcla de genes europeos y africanos con genes de indios nativos 2%, presentando
una proporcién de genes amerindios del 56%, de caucasicos del 40% y del 4% de genes
africanos®. Segun el Instituto Nacional de Antropologia, un mestizo-Mexicano se define
como una persona que nacié en México, tiene un apellido derivado del espafiol, y tiene

una familia de antepasados mexicanos de tres generaciones?®?’.

CONCLUSIONES

e Nuestros resultados sugieren que Glu298Asp presentd una tendencia a asociarse a
ERCT secundaria a hipertensidon arterial sistémica en pacientes mestizos-
Mexicanos.

e Observamos que a diferencia de otros grupos étnicos, el alelo Asp pudiera jugar en
nuestra poblacién un rol de proteccion.

e La discrepancia en nuestros resultados y lo descrito previamente en otras
poblaciones, puede ser debido a las limitaciones en el poder estadistico en nuestra

muestra, por lo cual, no se descarta una posible asociacion.

29



@

ISSSTE CARTA DE CONSENTMIENTO INFORMADO

Protocolo de estudio: Asociacidn entre Enfermedad Renal Crénica Terminal y el polimorfismo de
eNOS Glu298Asp en poblacion mexicana.

Existen algunos estudios en el mundo que revelan que la presencia de una modificacion genética
del acido glutamico por acido aspartico en la posicién 298, es un factor de riesgo para llegar a la

falla renal terminal si se padece enfermedad renal crénica. El objetivo del estudio es detectar en
nuestra poblacién mestizo americana quienes tienen esta variaciéon genética y quienes no.

Para ello, se tomara una muestra de sangre la cual serd procesada en el laboratorio. Al final del
estudio se les dara a los participantes el resultado. El procedimiento no tiene efectos adversosy
Unicamente se requiere una muestra de sangre.

El paciente tendrd en todo momento la posibilidad de retirarse del estudio. Los resultados del
estudio son confidenciales y se daran a cada participante de manera individual.

Yo acepto participar en el
protocolo “Asociacién entre Enfermedad Renal Crénica Terminal y el polimorfismo de eNOS

Glu298Asp en poblacion mexicana” ya se me ha explicado que se tomara una muestra de mi

sangre y esta sera procesada en el laboratorio para identificar si tengo o no una caracteristica
genética. No existen riesgos en la realizacion del estudio, por el contrario con mi autorizacion
contribuyo a generar mayor conocimiento sobre la enfermedad renal en poblacién mexicana.

Nombre y firma del paciente

Nombre y firma de Testigo

Nombre y firma de Testigo

INVESTIGADOR RESPONSABLE:

Dra. O. Alejandra Orozco Guillén

Residente de 3er afio de Nefrologia

Octavo piso de la Torre de consulta externa de CMN 20 noviembre

Vo Bo PRESIDENTE DEL COMITE DE ETICA
Dr. Abel archundia Tel. 5200 5003
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