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RESUMEN

ANTECEDENTES: La Diabetes mellitus (DM2) afecta a 246 millones de personas a nivel
global. En México la prevalencia en 2005 fue de 10.7% entre personas de 20-69 afios de
edad lo cual corresponde a 6.5-10 millones de personas. Se estima que en nuestro pais 14
de cada 100 diabéticos tienen nefropatia diabética (ND) y es la primera causa de
enfermedad renal crénica tanto en nuestro pais como en el mundo. Mdltiples sistemas se
encuentran involucrados en el desarrollo y progresién de ND, sin embargo no se ha podido
determinar que pacientes presentardn una progresion acelerada de su enfermedad,
ocasionando un inicio mas temprano de terapia de soporte renal con los costos que esto
implica al sistema de salud. Uno de los sistemas propuestos en la progresion acelerada o
atipica en ND, es el sistema vascular endotelial glomerular, donde se han descrito multiples
factores de crecimiento y citocinas, asociadas a un malfuncionamiento endotelial
glomerular lo cual predispone a lesiones microvasculares que se expresan clinicamente con
mayor deterioro de la funcién renal. Una de los factores de crecimiento méas estudiados en
la progresion de ND es el VEGF, del cual se han descrito diferentes polimorfismos
asociados con mayor deterioro de la funcion renal en pacientes con nefropatia diabética.
Los polimorfismos rs833060 y rs25648 se han reportado en poblacién mexicana, sin
embargo no se ha estudiado su asociacion con la progresion de nefropatia diabética.
OBJETIVO: : Determinar si existe asociacién entre los polimorfismos del gen VEGF y el
desarrollo de nefropatia diabética con evolucion clinica acelerada en pacientes del Instituto
Nacional de Cardiologia.

MATERIAL Y METODOS: Se incluyeron 220 pacientes con el diagnostico de DM2 y
NPD; esta Gltima definida de acuerdo a criterios clinicos (tiempo de evolucion DM2,

proteinuria, y presencia de otras complicaciones microvasculares). Se estratificaron dos



grupos: Pacientes con NPD y evolucién clinica acelerada (Grupo 1) (N: 73 (32.8%) y
aquellos con NPD vy evolucion clinica esperada 149 (Grupo2) (67.2%). Se realizo captura
variables clinicas (peso, tension arterial, retinopatia, neuropatia), y bioquimicas (colesterol,
creatinina, TFG por CKDEPI, Pr/Cru, glucosa, triglicéridos, acido urico y albumina). Se
realizd extraccion de DNA de leucocitos de sangre periférica para la determinacién de los
polimorfismos utilizando el sistema 7900HT Fast Real Time Polymerase chain reaction
(PCR). Se definid NPD evolucion clinica acelerada aquellos pacientes que presentaran una
caida de TFG por CKD-EPI mayor a 10 ml/min por afio.

RESULTADOS: Un total de 346 pacientes, de los cuales 222 tienen diagndstico clinico de
ND, y de ellos 21.1% con evolucién clinica acelerada. En la estratificacion por genotipo
encontramos una distribucion del SNP rs833060 alelo GG en 44.5%, TT 11.6%,
heterocigoto 43.1%, en el SNP rs25648 alelo CC 69.4%, TT 1.7% y heterocigoto 27.5%, no
encontramos datos con significancia estadistica entre una distribucion alélica caracteristica
en pacientes con ND y evolucion clinica acelerada; sin embargo, encontramos alteraciones
en la funcion renal medida por CrS a 1 afio mayor en heterocigotos SNP rs833060
(P=0.037), CrCl a 1 afio menor en heterocigotos rs833060 (P=0.012). Asi mismo,
describimos mejor control tensional a 2, 3 y 4 afios en los pacientes homocigotos GG del
SNP rs833060, quienes presentaban mejores cifras de TAS y TAD (P= 0.003). Con el SNP
rs25648 se encontraron mayores niveles de HDL en homocigotos TT (P=0.012) y menores
niveles de TAS y TAD en homocigotos TT.

CONCLUSION: No se observé una distribucion alélica caracteristica en los pacientes con
ND y una evolucidn clinica acelerada; sin embargo, fue evidente una menor funcién renal
medidad por CrS y CrCl en pacientes heterocigotos SNP rs833060, quienes presentaban

mayores niveles de CrS y menor CrCl a 1 afio del diagnostico de ND. Asi mismo, se



encuentra que los pacientes homocigotos GG del SNP rs833060 presentaban menores cifras
de TAS y TAD a 2,3 y 4 afios de seguimiento del diagndstico de ND. Los pacientes
homocigotos GG presentan mejor estimacion de sobrevida de forma estadisticamente
significativa, para desenlaces definidos con TFG <60 ml/min y <10 ml/min. Ademas, los
pacientes homocigotos TT del SNP rs25648 presentan un perfil lipidico caracterizado por

mayores niveles de HDL.



MARCO TEORICO

1. INTRODUCCION
La Diabetes mellitus (DM) afecta actualmente a 246 millones de personas alrededor del
mundo (171 millones en el 2000%) y se espera que para el 2025 esta cifra incremente a 380
millones®. En 2007, los 3 paises con més alta prevalencia fueron India (40.9 millones),
China (39.8 millones), USA (19.2 millones); en México la prevalencia registrada en 2005
fue de 10.7% entre personas de 20-69 afios de edad, lo cual corresponde a 6.5-10 millones
de personas (9° lugar a nivel mundial). Es importante mencionar que la prevalencia en el
mismo grupo de edad incrementa hasta 15% en la frontera con USA®. La incidencia anual
de DM a nivel mundial es de 7 millones; en México durante el 2005 la incidencia fue de
400 000.
La pandemia de DM tiene grandes repercusiones econdmicas a nivel mundial, la OMS ha
estimado que el costo de mortalidad por DM en China fue de aproximadamente 250
billones de délares en 2005, 225 billones de délares en Rusia y 210 billones de délares en
la India en el mismo afio®. En México, seguin el Sistema Nacional de Informacién en Salud
(SINAIS), la principal causa de muerte en edad econémicamente activa es DM, y tuvo un
costo anual de 320 millones de dolares en 2005, lo cual correspondié al 4.7% del gasto
publico de la SSA. Segun datos del IMSS en 2004 se destinaron 15000 pesos mensuales
para la atencién de cada derechohabiente con DM.
Las alteraciones renales en pacientes con DM se reportaron por primera vez en el siglo 19,
por médicos alemanes y franceses los cuales describieron hipertrofia renal y proteinuria en
DM. En 1936 Kimmelstiel y Wilson describieron por primera vez las lesiones glomerulares

y no fue sino hasta finales de los 60°s cuando se comenzé a dar la verdadera importancia a
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la nefropatia diabética (ND) como causa de enfermedad renal cronica y de requerimientos
de dialisis®.
En México se estima que 14 de cada 100 diabéticos tienen ND y es la primera causa de
enfermedad renal crénica terminal tanto en nuestro Pais como en el mundo. A nivel
mundial 35-40% de los casos nuevos de enfermedad renal cronica son secundarios a ND.
Los costos anuales en EUA son de 35 mil délares por paciente en hemodialisis®.

2. MANIFESTACIONES CLINICAS E HISTORIA NATURAL
La principal manifestacion clinica que acompafia a los cambios ultraestructurales son:
albuminuria, hipertension arterial sistémica, disminucién de la funcién renal llevando
finalmente a la presencia de uremia y requerimiento de terapia sustitutiva de la funcion
renal.
Se reconocen 3 etapas en la ND, inicialmente se consideraba a la hiperfiltracién glomerular
Unicamente en pacientes tipo 1 (estadios 1 y 2 de la clasificaciobn de Mogensen), sin
embargo en la actualidad se sabe que del 30-40% de los pacientes diabéticos tipo 2 de
reciente diagnoéstico se encuentran hiperfiltrando, lo cual se debe a un incremento en la
presion intraglomerular y suele haber mejoria y normalizacién de la filtracion glomerular, a
continuacion se describen las etapas en ND.
Estadio 1 (microalbuminuria). Nefropatia incipiente
Excrecidon de albumina de 30-300 mg/dia, en ausencia de situaciones clinicas las cuales
pueden cursar con incremento de la albuminuria como hipertermina, insuficiencia cardiaca
congestiva, ejercicio exhaustivo, alta ingesta proteica o infecciones de las vias urinarias.
Generalmente se presenta 6-15 afios posteriores al diagnostico con una incidencia anual de

2% una vez establecido el diagnostico. Hay discreto incremento en cifras de tension arterial
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y desaparece la caida fisiologica nocturna de la presion arterial. La disminucién de TFG es
de 0.8-1.1 ml/min/afio.
Estadio 2. Nefropatia establecida
Generalmente se presenta después de 15-20 afios de la enfermedad (el 25% de los pacientes
con DM2 llegan a este estadio luego de 20 afios de la enfermedad), la regla es la presencia
de proteinuria (albuminuria mayor a 300 mg/dia o proteinuria mayor a 500 mg/dia) y
practicamente todos los pacientes tiene hipertension arterial (prevalencia de hipertension
arterial del 80%). Cerca del 90% de los pacientes con ND establecida tienen retinopatia
diabética y la prevalencia de retinopatia diabética proliferativa es del 58%. La proteinuria
incrementa entre 15-40% anual con caida en la filtracion glomerual de 10-11 ml/min/afio en
ausencia de tratamiento médico adecuado® ®.
Estadio 3. Enfermedad Renal avanzada
Generalmente se establece 7-10 afios después de mantener proteinuria persistente, sin
embargo, difiere enormemente dependiendo del fondo genético, siendo la mayor incidencia
entre los indios Pima, seguido de hispanos y afroamericanos. En los primeros, la incidencia
acumulada a 10 afios del inicio de proteinuria es de 40% y a 15 afios del 61%, contrastando
con la incidencia en caucasicos en los cuales la incidencia a 10 afios es del 11% y a 15 afios
del 17%. Del 25% de los diabéticos que desarrollan ND, so6lo el 20% progresa a estadio 3.
3. PATOGENESIS ND
La ND se caracteriza por una serie de cambios ultraestructurales practicamente en la
totalidad del rifion, los cuales incluyen engrosamiento de la membrana basal glomerular,
hipertrofia glomerular y tubular, acumulacién de matriz extracelular (ECM) y expansion
mesangial, glomeruloesclerosis y fibrosis tdbulo-intersticial. La expansion mesangial a

nivel glomerular asi como la fibrosis tubulo-intersticial ocasionan al paso del tiempo



12

insuficiencia renal’. 10-20% de los pacientes con DM no insulinodependiente desarrollan
ND vy esta puede desarrollarse en algunos pacientes pese a un adecuado control glucémico y
en otros puede no desarrollarse a pesar de descontrol metbélico de larga evolucion.
Los mecanismos involucrados en el desarrollo de ND son variados, complejos y se
interrelacionan unos con otros, sin embargo se considera el pobre control metabdlico y la
duracion de la enfermedad como 2 de los principales factores involucrados. Se han
realizado grandes esfuerzos para tratar de identificar las vias inducidas por la hiperglucemia
a nivel renal, sin embargo, como se mencion0 previamente, estos mecanismos son
complejos e involucran el sistema renina-angiotensina-aldosterona, multiples cascadas
inflamatorias, factores de crecimiento, sistemas de Oxido-reduccién, asi como citocinas
descritas de forma reciente involucrados en dicha patogénesis, como el Factor de
Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF).

3.1 Rol de la glucosa y Productos Finales de Glucosilacion Avanzada (AGE’s)
La hiperglucemia ha sido involucrada en el desarrollo de hiperfiltracion mediante dilatacion
arteriolar aferente secundaria a liberacion de factores como el factor de crecimiento
parecido a insulina tipo 1 (IGF-1), Oxido nitrico, glucagon y prostaglandinas. La
estimulacién de factores como el IGF-1, el factor de crecimiento derivado de plaquetas, el
factor de crecimiento epidérmico y el factor de crecimiento tumoral beta, estdn implicados
en la hipertrofia renal que se observa en ND®. Concentraciones altas de glucosa extracelular
estimulan la sobreexpresion de los transportadores de glucosa GLUT-1 en las células
mesangiales, lo cual condiciona un incremento en la produccion de matriz extracelular
mediante la activacion persistente de proteinkinasa C (PKC).
La hiéerglucemia cronica ocasiona glucosilacién no enzimatica de aminoacidos, proteinas y

lipidos, formando los AGE’s (pentosidina, carboximetilisina, piralinas, etc). El receptor de
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estos productos (RAGE), a nivel renal, se encuentra expresado en los podocitos. EI RAGE
traduce los efectos de diferentes ligandos, entre ellos y uno de los principales es el
s100/calgranulina. Dicha interaccion incrementa la respuesta inflamatoria cronica, existe
activacion de células mesangiales, lo cual lleva a formacion de citocinas y proteinas
proinflamatorias y profibroticas.
3.2 Estrés oxidativo y glucooxidativo
Multiples vias se encuentran involucradas en el incremento del potencial Redox y
glucooxidativo en la DM, entre ellas estan: 1) el incremento en el transporte de electrones a
nivel mitocondrial inducido por hiperglucemia, 2) actividad alterada de eNOS produciendo
radicales superdxido en lugar de Oxido nitrico, 3) incremento en la autooxidacion de
glucosa, 4) produccién de AGE’s y activacion de sus receptores y 5) disminucion de
antioxidantes enddgenos como vitamina A, C, E, &cido lipdico y enzimas antioxidantes.
Dentro de las consecuencias del incremetno en estrés oxidativo a nivel renal se encuentra,
la inactivacién del éxido nitrico y la produccion incrementada de peroxinitrito, lo cual
origina cambios hemodindmicos intrarrenales e influir en la generacion de matriz
extracelular.
3.3 Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona

La angiotensina Il (AG-11) regula el crecimiento, proliferacion e hipertrofia de las células
mesangiales, incrementa la expresion de proteinas de la matriz mesangial tales como
laminina, coldgena y fibronectina, al mismo tiempo mediante sobrerregulacion los
inhibidores tisulares de metaloproteinasas y PAI-1, lo cual promueve una menor capacidad
de promover la diferenciacion de fibroblastos a miofibroblastos, los cuales penetran en los
espacios peritubulares y pericapilares favoreciendo el desarrollo de fibrosis®. La actividad

de AG-II activa células inflamatorias mediante quimiotaxis y produccion de mediadores
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inflamatorios, promoviendo infiltracion mononuclear a nivel glomerular e intersticial. La
AG-I1I activa diferentes factores de transcripcion nuclear como la proteina activada-1, el
NF-kB, se activan vias de sefializacion como PKC, MAPK, PTK, las cuales son sensibles a
Redox. El resultado final de la estimulacion de estas vias de sefializacion es la produccion y
activacion del sistema TGF-B®. La aldosterona actlla como un factor independiente de la
AG-Il, mediante acciones profibroticas, en ausencia de cambios relevantes de presion
arterial, a través de la estimulacion en al expresion de TGF-B, PAI-1y PDGF.

3.4 Funcion Endotelial
Los mecanismo que originan el desarrollo de ND permanecen indeterminados, solamente
30-40% de los pacientes con DM desarrollan nefropatia, lo cual sugiere que otros factores
contribuyen ademas del estado diabético per se, para la progresion de ND. La disfuncién
endotelial estd asociada con ND y retinopatia, ademas que la glomerulopatia diabética
avanzada a menudo exhibe datos de microangiopatia trombotica, incluyendo
microaneurismas en capilares glomerulares y mesangiolisis, las cuales son manifestaciones
tipicas de disfuncion endotelial en el glomérulo.
En 1989 Jensen et al., describieron por primera vez que el dafio endotelial evidenciado por
un incremento en niveles plasmaticos de vVWF, estaba presente en pacientes con DML1.
Se han descrito diferentes mecanismos potenciales, a través de los cuales la disfuncién
endotelial acelera el desarrollo de ND: autoregulacion renal alterada, hipertension
glomerular desencadenada por diminucién de 6xido nitrico en células endoteliales,
incremento en presion arterial sistdlica; este incremento en la presion glomerular podria ser
responsable parcialmente del desarrollo de mesangiolisis, la cual es observada en ND; un

segundo mecanismo a través del cual, la disminucion de éxido nitrico, podria desarrollar



15

progresion de la ND es por medio del incremento de respuestaen diversos tipos celulares,
incluyendo endotelio y macréfagos al VEGF™.

El VEGF es un factor de crecimiento especifico endotelial el cual promueve proliferacion
celular endotelial, supervivencia y diferenciacion, es un mediador de vasodilatacion
dependiente del endotelio, induce permeabilidad endotelial y participa en la remodelacion
de la matriz extracelular a través del PAI-1.

Aunque las funciones de VEGF y VEGFR expresadas de forma constitutviva en rifiones
normales son desconocidas, algunas hipotésis de su funcion surgen de al distribucion
peculiar de estos en el rifidn.

En el glomérulo, la expresion de VEGF es abundante en podocitos, mientras que su
receptor (VEGFR-2) se presenta principalmente en la superficie de las células endoteliales.
Esta disposicion implica que el VEGF derivado de lospodocitos es capaz de cruzar la MB
en contra del flujo urinario para llevar a cabo sus efectos biolégicos. Como evidencia de
este aparente lenguaje cruzado, tanto la delecion como sobreexposicion de VEGF derivado
de podocitos resulta en enfermedades especificas en ratones. La expresion renal (tanto de
VEGF como VEGFR-2) estd incrementada en DM temprana y a las 3 semanas de la
induccién con estreptozocina, estos hallazgos se han interpretado como indicadores de un
rol directo en el incremento de actividad de VEGF en la patogénesis de ND; ademas, mas
que su inhibicién, el incremento de VEGF ha demostrado una disminucion en la lesién
renal tanto en MAT como en el rifion remanente en modelos de ERC progresiva. Un
mecanismo para el aparente rol paraddjicodel VEGF en ND y no diabética esta
probablemente asociado a la etapa de la enfermedad estudiada. Acorde a esto (modelos
animales muestran lesiones renales de ND tempranas y pocas veces evolucionan a

enfermedad fibrotica avanzada) méas que un incremto en la expresion de VEGF (observada
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en modelos experimentales) la ND en humanos estd asociada con una disminucion de
actividad en VEGF*.
En DML1 las concentraciones séricas de VEGF varian de acuerdo al control glucémico, sin
embargo, concentraciones mayores son asocaidas con complicaciones microvasculares,
incluyendo microalbuminuria. En DM2 el VEGF esta suprarregulado en etapas tempranas
de la enfermedad y los niveles urinarios de VEGF correlacionan con microalbuminuria.
Estudios posteriores han confirmado una suprarregulacion inicial de al sefializacion de
VEGF en DM2 seguido de infrarregulacion en cuanto se desarrolla pérdida de podocitos y
esclerosis.

3.5 Aspectos genéticos
La pérdida de TFG en pacientes diabéticos es 4-5 veces mayor que en personas sin DM,
con un rango muy amplio que va de 0-24 ml/min/afio; debido a este rango de deterioro de
TFG, habra pacientes que requieran terapia de reemplazo renal a pocos afios de establecida
la ND y otros que mueran con con funcion renal preservada. Los primeros datos acerca de
la influencia genética en la progresion de ND fue observada por primera vez en 1989 por
Seaquist et al., quien describe a una pequenia familia en la cual 12 de 29 hijos de padres con
trasplante renal debido a ND, eran portadores también de enfermedad renal crénica
terminal. Los avances en la Ultima década (mapeo completo del genoma humano y
desarrollo de diferentes tipo de técnicas de investigacion) han resultado en un gran nimero
de estudios e interacciones genéticas especificas.
El gen que codifica al VEGF se encuentra en el brazo corto del cromosoma 6 (6pl2) y
contiene 9 exones que codifican una proteina que es habitualmente encontrada como un

homodimero con puentes disulfuro. Gene ID: 7422
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A través de perfiles de expresion, Lindemayer et al., mostraron que en contraste con
modelos experimentales, la expresion de VEGF esta reducida en compartimientos
tubulointersticiales de pacientes diabéticos con ND. De forma similar se ha reportado una
dimsinucion de RNAm en glomérulos de rifiones humanos con ND. Por otro lado,
Hohenstein et al., encontraron una expresion incrementada de VEGF en ND, sin embargo,
notaron que al usar anticuerpos vs receptor de VEGF su actividad estaba disminuida™.
Desde hace mas de 20 afios, cientos de polimorfismos han sido involucrados en la
patogénesis de las complicaciones vasculares de la DM, estos polimorfismos pudieran
modificar la actividad de las proteinas, asi como alterar su expresion y estabilidad?,

Se han descrito hasta 140 polimorfismos que superan el limite de significancia (5x10'®), sin
emabrgo dichos estudios son pacientes con descendencia Europea, por lo que dichos
hallazgos no pueden generalizarse a otros grupos étnicos.

Los polimorfismos del VEGF descritos con cambios de base C/T en la posicién -460, G/C
cambio a +405 y A/C en -141 son los mas frecuentes observados en poblacion normal. Sin
embargo dichos estudios no se han desarrollado en poblacidn diabética y mucho menos en
poblacién latinoamericana.

JUSTIFICACION

La ND es la principal causa de enfermedad renal cronica en nuestro pais, reportdndose 14
casos de ND por cada 100 diabéticos. Diversos mecanismos se encuentran implicados en la
patogénesis de la ND, siendo la funcién endotelial un sistema al cual se ha dado
nuevamente atencion como un factor importante en la progresion de la ND a ERCT. El
hecho de que la prevalencia se encuentre incrementada en ciertas regiones asi com oen
ciertas razas, subraya la importancia de factores ambientales asi como genéticos en la

patogenia de la enfermedad.
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Se ha estudiado la asociacién de polimorfismos del gen que codifica al VEGF con los
niveles séricos del producto de dicho gen en diferentes presentaciones de ND, encontrando
resultados contradictorios, principalmente en poblacién europea y asiatica. ElI fondo
genético de nuestro pacientes, dada nuestra naturaleza mestiza es diferente a las
poblaciones previamente mencionadas, por lo que seria de gran utilidad conocer si en
nuestra poblacion existe un perfil genético, en lo que a los polimorfimos del gen del VEGF
se refiere, asociado con diferentes patrones de evolucién en ND.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Existe asociacion entre las variantes polimorficas rs833060 y rs25648 del gen que codifica
para el VEGF con el desarrollo de nefropatia diabética acelerada?

HIPOTESIS

Los polimorfismos rs833060 y rs25648 del gen que codifica para el VEGF se presentan con
mayor frecuencia en los pacientes con nefropatia diabética con un curso clinico acelerado.
OBJETIVOS

Primario: Determinar si existe asociacion entre los polimorfismos rs833060 y rs25648 del
gen VEGF y el desarrollo de nefropatia diabética con evolucion clinica acelerada
Secundario: Evaluar si existen diferencias en sobrevida, inicio de terapia de reemplazo
renal, presion arterial, niveles de acido Urico, colesterol, triglicéridos y HbAlc.

DISENO

Segun la clasificacién de Kleinbaum, desde el punto de vista de direccionalidad (secuencia
de observacidon ente exposicion y enfermedad) se trata de un estudio transversal. Desde el
punto de vista de temporalidad (relacion cronolégica entre el inicio del estudio y la

ocurrencia de exposicion o enfermedad)corresponde a un estudio de casos y controles, en
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pacientes del Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez con diagnostico de
nefropatia diabética
PACIENTES
Criterios de Inclusion
Se incluirdn pacientes con DM2 pertenecientes al servicio de nefrologia del Instituto
Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”, que retnan las siguientes condiciones:

» Pacientes mayores de 18 afios

» Pacientes con diagnéstico de DM2

e Enfermedad renal cronica atribuida a nefropatia diabética en base clinica y/o

histopatoldgica

Criterios de Exclusion

» Pacientes con DM1

» Glomerulopatia no diabética asociada diagnosticada por biopsia

» Trasplante renal

» Lesion Renal Aguda de cualquier etiologia
Criterios de Eliminacion

» Pacientes que no contaban con suficiente informacion en el expediente clinico
VARIABLES Y MEDICIONES
Variables clinicas
Se obtendrén del expediente clinico al momento de ingresar al estudio:

1. Edad al momento de entrada al estudio (afios)

a. Definicion operacional: Afios cumplidos al momento de ingreso al estudio

2. Género
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a. Definicion operacional: Indica sexo de la persona
Peso

a. Definicion operacional: Indica los kg que pesa un paciente, medido con una

bascula de pie debidamente calibrada
Talla

a. Definicion operacional: Indica los metros que mide el paciente medido con

cinta métrica
Indice de Masa Corporal (IMC)

a. Definicion operacional: NUmero que se obtiene a partir de la siguiente

ecuacion IMC= Peso (Kg) / Talla® (m?)
Presion Arterial Sistdlica (PAS)

a. Definicion operacional: Registro reportado en mmHg al escuchar la primera
fase de los ruidos de Korotkoff mediante esfigmomandmetro de columna de
mercurio y estetoscopio

Presion Arterial Diastolica (PAD)

a. Definicion operacional: Registro reportado en mmHg que se obtiene al dejar
de escuchar los ruidos de Korotkoff mediante esfigmomandmetro de
columna de mercurio y estetoscopio

Tiempo de Evolucion de DM

a. Definicion operacional: Indica el namero de meses desde el diagndstico de

DM hasta el momento actual
Proteinuria nefrotica
a. Definicion operacional: Presencia de excrecion urinaria de proteinas =6> 3.5

grs/24 hrs y/6 PrU/CrU =6> 3.5 gr/gr
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10. Tasa de Filtrado Glomerular (TFG)
a. Definicion operacional: Numero reportado en ml/min el cual se obtiene
mediante la formula CKD-EPI
CKD-EPI= 141xmin(Cr/K,1)* x max (Cr/K,1)™%°x(0.993)5%" x GNg x ET¢
Variable K= 0.7 mujeres, 0.9 hombres. Variable a es -0.329 mujeres y -
0.411 hombres. GNg (factor de género) Hombre=1, Mujeres=1.018. ET¢
(Factor étnico) blanco-no negro= 1, Negro 1.159
11. Pérdida Acelerada de la Funcion Renal
a. Definicion operacional: Representa una diferencia mayor o igual en
términos absolutos de 10 ml/min de caida de la filtracion glomerular en el
afio previo a la inclusion al estudio
12. Tratamiento
a. Definicion operacional: Indica los medicamentos prescritos al paciente
durante la Gltima consulta
Variables bioquimicas
Muestras de sangre seran obtenidas para medir:
1. Creatinina sérica (mg/dl)
a. Definicion operacional: Cantidad de Creatinina presente en el suero edida
por medio de autoanalizador y expresada en miligramos por cada decilitro
2. Glucosa (mg/dl)
a. Definicion operacional: miligramos de dicho monosacérido presente por
cada decilitro de sangre medidos por autoanalizador.

3. Hemoglobina glucosilada o HbAlc (%)
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a. Definicion operacional: porcentaje de hemoglobina glucosilada en sangre
determinada mediante ensayo inmunolédgico fotométrico y expresado en
porcentaje

4. Colesterol (mg/dl)

a. Definicion operacional: cantidad de colesterol presente en el suero medido

mediante autoanalizador y expresado en miligramos por decilitro
5. Triglicéridos

a. Definicion operacional: Cantidad de triglicéridos presentes en el suero,

medido por un autoanalizador y expresado en miligramos por decilitro
6. Acido trico (mg/dl)

a. Definicion operacional: cantidad de &cido urico presente en el suero, medido

por un autoanalizador y expresado en miligramos por decilitro.
7. Albdmina sérica (g/dl)

a. Definicion operacional: cantidad de albumina presente en suero medida por

medio de autoanalizador y expresada en gramos por cada 100 ml.
8. Indice Proteinuria-Creatinuria (g/g)
a. Definicion operacional: Resultado de la division de la proteinuria expresada
en mg/dl entre la creatinuria expresada en mg/dl y expresado en g/g
Variables genéticas
1. Polimorfismo gen VEGF rs833060
a. Definicion operacional: presencia de haplotipo GG, TT o ambos, obtenidos
mediante el método de reaccién en cadena de polimerasa

2. Polimorfismo gen VEGF rs25648
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a. Definicion operacional: presencia de haplotipo CC, GG ¢ ambos, obtenidos
mediante el método de reaccion en cadena de la polimerasa

Una vez que el paciente haya aceptado participar en el estudio y se tome muestra de sangre,
las diferentes variables bioquimicas y clinicas se tomaran del expediente clinico al
momento de la primera consulta del paciente en nefrologia, posteriormente se recabaran
datos de los 6 meses de seguimiento, 1 afio de seguimiento, 2 afios de seguimiento, 3 afios,
4 anos, 5 afios y momento actual.
ESTADISTICA
Anélisis
Los resultados se expresardn como promedio + DS 6 bien como proporciones, segun
corresponda.
La comparacién de medias con mas de 2 grupos (de acuerdo a las 3 variantes polimérficas
estudiadas de cada polimorfismo de VEGF) se llev6 a cabo mediante ANOVA de 1 via.
Se muestran tablas de sobrevida y medidas repetidas a 3 afios de ambos polimorfismos, en
curvas de Kaplan-Meier
Las frecuencias de los alelos y genotipos seran obtenidos por conteo directo. Se establecera
si las poblaciones estudiadas estan en equilibrio de Hardy-Weinberg para el polimorfismo
analizado utilizando el programa estadistico.
CONSIDERACIONES ETICAS Y ECONOMICAS
A todos los pacientes se les inform6 de manera verbal y sin dejar alguna duda, la naturaleza
del estudio, los beneficio, los cuales no son obtenidos de manera directa, sino mas bien la
posibilidad de contribuir para poder generar conocimiento el cual pudiera en un futuro
generar beneficios tangibles. Por otro lado se les dio un formato de consentimiento

informado.
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La Unica intervencion a la que fueron sometidos los pacientes due a la toma de muestra de
sangre (20 ml) para la extraccién de DNA, lo cual se llevé a cabo en el departamento de
nefrologia area de investigacion clinica. Se explicd que las complicaciones como hematoma
en el sitio de puncidn, infeccion, flebitis, son minimas y generalmente resuelven sin
necesidad de realizar alguna intervencion relevante al cabo de 3-4 dias. Ademas de haberse
recalcado la confidencialidad de los resultados.
A los pacientes no se les solicitaron estudios complementarios a los que se solicitan de
forma rutinaria en la consulta de seguimiento de nefrologia, por lo cual no se generaron
gastos extraordinarios al paciente; por otro lado, los estuios de los polimorfismos del VEGF
se realizaron gracias al invaluable apoyo del departamento de Genética del Instituto
Nacional de Cardiologia a cargo del Dr. Gilberto Vargas Alarcon.
PROCEDIMIENTOS
1. El estudio se llevard a cabo en el departamento de Nefrologia y genética del
Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”.
2. El reclutamiento de los pacientes y la revision del expediente clinico para obtener
las variables clinicas se haran por parte del investigador principal (Dr. Juan Alfredo
Palma Ramirez).
3. La toma de muestras para la medicion de las variables genéticas sera
responsabilidad del investigador principal.
4. Una vez tomadas las muestras se transportaran al departamento de genética donde
se almacenaran y se realizaré extraccion del DNA como se describe en apéndice 1.
5. Fecha inicio estudio: 1 octubre 2013

6. Fecha término estudio 31 agosto 2014
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RESULTADOS

Se estudiaron un total de 346 pacientes con Diabetes mellitus tipo 2 en seguimiento por
presentar Enfermedad Renal Crénica en el departamento de Nefrologia del Instituto
Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez en un periodo comprendido entre junio del 2009 a
noviembre 2014. Se dividio el total de la poblacion en 2 grupos principales, los pacientes
diabéticos con diagndstico clinico de nefropatia diabética, un total de 222 (64.2%) y los
pacientes con ERC sin diagnéstico clinico de nefropatia diabética 124 (35.8%). Se
estratificaron los pacientes por evolucion clinica, y encontramos lo siguiente: 260 (75.1%)
pacientes con evolucion clinica esperada y 86 (24.9%) con evolucién clinica acelerada; se
definié evolucién clinica acelerada a una diferencia mayor o igual, de forma anual, en
términos absolutos de la TFG medida por CKD-EPI de 10 ml/min. Los grupos de pacientes
con y sin diagnostico clinico de ND, se dividieron posteriormente de acuerdo a su
evolucion clinica en 4 grupos: Grupo 1, pacientes con diagndstico clinico de ND con
evolucion esperada (149 pacientes, 43.1%), Grupo 2 pacientes con diagnoéstico clinico de
ND y evolucion acelerada (73 pacientes, 21.1%), Grupo 3 pacientes con ERC sin
diagnostico clinico de ND y evolucion esperada (111 pacientes, 32%), y Grupo 4 pacientes
con ERC sin diagnostico clinico de ND y evolucion acelerada (13 pacientes, 3.8%). (Tabla
1.1)

Del total de pacientes, 128 (37%) son mujeres y 218 (63%) hombres, con una edad
promedio de 65.2 * 10.6 afios, tiempo de evolucion de DM al inicio del estudio de 209 *
116.9 meses y tiempo de seguimiento en nefrologia de 34.2 * 23.9 meses. Asi mismo, se
observan las siguientes caracteristicas relacionadas a funcion renal al inicio del estudio, CrS

1.8 * 1.2 mg/dl, con TFG calculada por CKD-EPI 45.1 * 23 ml/min, un indice PrU/CrU 1.9
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* 2.7 glg, presentaban una TAS 132 * 15.1 mmHg y TAD 78.8 * 10.9 mmHg. En la tabla 1

se muestran las caracteristicas clinicas y demograficas de la poblacion.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas Poblacién Total

Mujeres 37% (N=346)

Tiempo diagnéstico DM 209.9 * 116.9 meses

TAS inicio seguimiento 136 * 18.5 mmHg

nefrologia

TAS actual 132 *15.1 mmHg

Peso inicial 72.4%12.3 Kg

Creatinina Sérica inicial 1.8* 1.2 mg/di

CKD-EPI inicial 45.1 % 23 ml/min

PrU/CrU inicial 1.9% 2.7 9/g

Acido Urico inicial 6.9~ 1.8 mg/dl
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AlbUmina inicial 4* 0.51 g/dl

Colesterol inicial 180.8 * 56.9 mg/dl

HDL inicial 42.2* 12.8 mg/dl

LDL inicial 110.5* 52.2 mg/dl

Triglicéridos inicial 185* 92.5 mg/dl

Glucosa inicial 143.8* 67.9 mg/dl

Diagnéstico clinico ND 64.2% (N=346)

Retinopatia diabética 67.3% (N=346)

SNP VEGF rs833060 GG 44.5% (N=346)

Ambos 43.1% (N=346)

TT 1.7% (N=346)
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Tabla 1.1 Frecuencia de Pacientes por evolucion clinica

Grupo Frecuencia Porcentaje
Grupo 1: ND evolucion esperada 149 43.1
Grupo 2: ND evolucién acelerada 73 21.1
Grupo 3: ERC sin diagnostico clinico de 111 32

ND y con evolucion esperada
Grupo 4: ERC sin diagnostico clinico de 13 3.8

ND y con evolucion acelerada

Se comparé la funcién renal medida por CKD-EPI y CrCl en los pacientes con diagndstico
clinico de ND (grupo 1) y pacientes con ERC sin diagnostico clinico de ND (grupo 2), al
inicio del seguimiento por nefrologia, al afio, 2, 3 y 4 afios: se observo que los pacientes
con diagnostico clinico de ND presentan mayor deterioro renal medido por CKD-EPI y
CrCl al compararse con pacientes con ERC sin digndstico clinico de ND (Tabla 1.2). En el
andlisis de grupos por evolucion clinica, se compararé la funcion renal medida por TFG
calculada por CKD-EPI y CrCl al inicio de seguimiento por nefrologia, al afio, 2 y 3 afios,
en los pacientes de los grupos 1 a 4; y como era de esperarse, se observo un mayor
deterioro de la funcion renal, en el grupo de evolucién acelerada, siendo este mas evidente,

en el grupo con diagndstico clinico de ND (Tabla 1.3).
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Tabla 1.2 Funcidn renal en pacientes con y sin diagndstico clinico de ND

CKD-EPI inicio 1 39.5 20.4 0.031

CrCl inicio 1 43.1 25.3 0.003

CKD-EPI 1 afio 1 32,5 194 0.001

CrCl 1 afio 1 37.5 21.9 0.0001

CKD-EPI 2 afios 1 31.3 20.2 0.05

CrCl 2 afios 1 38.2 23.1 0.002

CKD-EPI 3 afios 1 30.4 18.9 0.006

CrCl 3 afos 0.019
CKD-EPI 4 afios 1 30.3 154 0.0001
CrCl 4 ainos 1 339 19.8 0.011

* Grupo 1 Pacientes con diagnostico clinico ND, Grupo 2 pacientes sin diagndstico
clinico de ND
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** Media, CKD-EPI y CrCl se dan en ml/min

P sig <0.05

Tabla 1.3 Fucidn renal en pacientes con evolucion acelerada y esperada

CKD-EPI inicio

CrCl inicio

CKD-EPI 1 afio

CrCl 1 afio

CKD-EPI 2 afios

ANOVA

1 39.4

1 42.3

3 60.8

1 34.9

3 64.6

1 35.9

3 57.3

215

24.7

26.3

20.5

26

21.4

34.7

21.6

23.2

0.0001

0.0001

0.0001

0.0001

0.0001
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4 41.3 9.9

CrCl 2 afios 1 40.9 23.5 0.0001
2 33.8 22.1
3 65.5 34.1
4 51.3 22.1

CKD-EPI 3 afios 1 34.1 19.9 0.0001

2 22.6 13.9
3 o57.1 24.5
4 37

CrCl 3 afios 1 39.2 23.8 0.0001
2 30.7 18.6
3 65 31.2
4 68.2

*Grupo 1 ND evolucién esperada, Grupo 2 ND evolucién acelerada, Grupo 3 ERC
sin diagnostico clinico de ND con evolucién esperada, Grupo 4 ERC sin diagnéstico
clinico de ND con evolucién acelerada

**CKD-EPI y CrCl en ml/min

Sig: P<0.05

Ademas del mayor deterioro renal calculado por CKD-EPI y CrCl, en los pacientes con
evolucion clinica acelerada (Grupos 2 y 4), se observa un incremento significativo en la
excrecion de proteinas urinarias, mayores cifras de presion arterial (sistélica y diastdlica),
asi como mayores cifras de glucosa en ayuno.

No se encontraron diferencias significativas entre grupos, al comparar la proporcion de
casos bajo algun tratamiento hipoglucemiante (insulina, orales o mixto), tratamiento

antihipertensivo, ni la presencia de retinopatia y/o neuropatia diabética.
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Se pudo obtener muestra sanguinea de todos los pacientes que se incluyeron en el estudio,
para la determinacion de los polimorfismos genéticos estudiados.

Para el polimorfismo G/T rs833060 encontramos 63 (18.2%) pacientes homocigotos GG en
el grupo 1, 33 (9.5%) pacientes en grupo 2, 44 (12.7%) pacientes en grupo 3y 7 (2%)
pacientes en grupo 4 (p=NS). En relacién a genotipo TT encontramos 16 (4.6%) pacientes
en grupo 1, 8 (2.3%) pacientes en grupo 2, 11 (3.2%) pacientes en grupo 3 y 2 (0.6%)
pacientes en grupo 4 (p=NS). El genotipo heterocigoto G/T se encontr6 en 67 (19.4%)
pacientes del grupo 1, 30 (8.7%) pacientes del grupo 2, 49 (14.2%) pacientes en el grupo 3
y 1 (0.3%) paciente en el grupo 4 (p=NS). Finalmente en 3 (0.9%) casos del grupo 1, 2
(0.6%) casos del grupo 2, 7 (2%) casos del grupo 3 y 3 (0.9%) casos del grupo 4, no se
pudo determinar genotipo.

En relacion al polimorfismo C/T rs25648, encontramos 106 (30.6%) casos homocigotos CC
en grupo 1, 51 (14.7%) casos en grupo 2, 71 (20.5%) casos grupo 3 y 3 (8.7%) casos en
grupo 4 (p=NS). Se describen con genotipo TT en el grupo 1 a 2 (0.6%) pacientes, ningln
caso en grupo 2, 3 (0.9%) pacientes en grupo 3y 1 (0.3%) paciente en grupo 4 (p=NS). El
genotipo heterocigoto C/T estuvo presente en 36 (10.4%) pacientes del grupo 1, 22 (6.4%)
pacientes del grupo 2, 28 (8.1%) pacientes del grupo 3 y 6 (1.7%) pacientes del grupo 4
(p=NS). No se pudo determinar genotipo en 5 (1.5%) casos del grupo 1, 9 (2.6%) casos del
grupo 3y 3 (0.9%) casos del grupo 4.

Se compararon variables clinicas y bioquimicas para cada genotipo, los resultados se
muestran en las Tablas 2 a 13. Cuando se compararon los diferentes genotipos del
polimorfismo G/T rs833060 encontramos lo siguiente: el genotipo heterocigoto G/T se
asociaban a mayor CrS a 1 afio (P= 0.037) y menor CrCl a 1 afio (P= 0.012), asi mismo se

demostro tendencia a menor TFG por CKD-EPI (P=0.074) y menores niveles de TGL a 1
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afio (P=0.051) en heterocigotos G/T, comparados con los pacientes que expresaban
genotipo GGy TT (Tabla 2 y 3). A 2, 3y 4 afios se encontraron menores valores de TAS
(P=0.013) y menores cifras de TAD (P=0.003) en pacientes homocigotos GG, al ser
comparados con pacientes que expresaban genotipo TT y G/T (Tabla 4, 5, 6, 7y 8). En el
analisis de datos a 3 afios se encontraron niveles de acido Urico mayores en homocigotos
TT (P=046) al ser comparado con expresion de genotipo GG y G/T (Tabla6y 7). A los 5
afios de seguimiento, se encontrd tendencia a mayor deterioro de TFG por CKD-EPI
(P=0.054) y tendencia a menores niveles de acido drico (P= 0.076) en homocigotos GG, al

ser comparados con la expresion de genotipo TT y G/T (Tabla 9).

Tabla 2 (variables a 1 afio)

ANOVA
Media DE Sig.
CrS* GG 2.33 +/-1.27 0.037
TT 2.01 +/-0.74
GT 2.90 +/-1.88
CrClI** GG 39.54 +/-21.61 0.012
TT 51.02 +/-26.91
GT 33.06 +/-20.53
CKD-EPI** GG 35.04 +/-19.96 0.074
TT 38.17 +/-21.25
GT 28.67 +/-18.14
TGL* GG 202.72 +/-119.8 0.051
TT 201.49 +/-86.01
GT 162.30 +/-82.39
*en mg/dl
** en ml/min

Sig <0.05
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Tabla 3

Comparaciones maltiples (T3 Dunnett y Bonferroni)

Variable SNP rs833060 Sig. Intervalo de
dependiente confianza al limite
inferior
CrS* GG TT 0.507 -.3122
GT 0.103 -1.219
TT GG 0.507 -.945
GT 0.013 -1.620
GT GG 0.103 -.079
1T 0.13 152
CrCI** GG TT 214 -26.798
GT 226 -2.282
TT GG 214 -3.825
GT 015 2.667
GT GG 226 -15.232
TT 015 -33.255
*en mg/dl
**en ml/min
sig <0.05
Tabla 4 (variables a 2 afios)
ANOVA
Media DE Sig.
TAS* GG 130.25 +/-12.47 0.013
TT 140.33 +/-12.01
GT 140.36 +/-22.57
*en mmHg
sig < 0.05
Tabla 5
Comparaciones mdaltiples (T3 Dunnett y Bonferroni)
Variable SNP rs833060 Sig. Intervalo de
dependiente confianza al limite
inferior
TAS* 2 afios GG TT 0.373 -25.91
GT 0.013 -18.55
TT GG 0.373 -5.75
GT 1.000 -15.77
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GT GG 0.013 1.66
1T 1.000 -15.72
GG TT 0.111 -22.19
GT 0.014 -18.57
TT GG 0.111 -2.02
GT 1.000 -13.10
GT GG 0.014 1.65
TT 1.000 -13.05
*en mmHg
sig <0.05
Tabla 6 (variables a 3 afios)
ANOVA
Media DE Sig.
AU* GG 6.41 +/-1.40 0.046
TT 7.68 +/-1.48
GT 6.7 +/-1.32
TAD** GG 73.55 +/-9.84 0.003
TT 84.7 +/-7.27
GT 81.82 +/-12.74
TAS** GG 127.94 +/-18.2 0.066
TT 140.70 +/-12.04
GT 137.45 +/-20.9
*en mg/dl
**en mmHg
sig < 0.05
Tabla 7
Comparaciones maltiples (T3 Dunnett y Bonferroni)
Variable SNP rs833060 Sig. Intervalo de
dependiente confianza al limite
inferior
AU* 3 afios GG T 0.040 -2.49
GT 1.000 -1.11
TT GG 0.040 042
GT 0.151 -.225
GT GG 1.000 -.519
1T 0.151 -2.17
TAD** 3 afnos GG TT 0.022 -25.91

GT 0.009 -18.55
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TT GG 0.022 -5.75
GT 1.000 -15.77
GT GG 0.009 1.66
TT 1.000 -15.72
*en mg/dl
**en mmHg
sig <0.05
Tabla 8 (variables a 4 afios)
ANOVA
Media DE Sig.
TAD* GG 72.26 +/-8.81 0.061
TT 80.6 +/-12.89
GT 79.26 +/-11.74
*en mmHg
sig < 0.05
Tabla 9 (variables a 3 afios)
ANOVA
Media DE Sig.
Delta TFG* GG -3.69 +/-4.04 0.054
TT 1.43 +/-3.85
GT 1.65 +/-7.34
AU** GG 6.07 +/-1.31 0.076
TT 7.6 +/-1.65
GT 6.82 +/-1.05
*en ml/min
**en mg/dl
sig <0.05

En relacion al polimorfismo rs25648, encontramos a 6 meses y 5 afios valores de HDL
mayores en homocigotos TT (P=0.012) y heterocigotos CT (P=0.025), respectivamente, al
ser comparados con la expresién de otros genotipos (Tabla 10 y 12); encontramos tendencia
a menores niveles de LDL, a 6 meses, en homocigotos CC (P=0.015), al ser comparados
con genotipo TT y CT (P=0.084), (Tabla 10). En el analisis a 1 afio se encontr6 tendencia a

mayores niveles de colesterol total en heterocigotos CT (P=0.065) al ser comparados con
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casos que expresaban genotipo CC y TT (Tabla 11). A 5 afios, se encontrd tendencia a
mayores niveles de proteinuria por indice PrU/CrU (P=0.090) en pacientes heterocigotos
CT, al ser comparados con la expresion de genotipo CC y TT. En el andlisis de datos de
valores actuales, se encontraron menores cifras de presién arterial tanto TAS (P=0.028) y
TAD (P=0.042) en pacientes homocigotos TT, al compararlos con pacientes que

expresaban genotipo CC y CT (Tabla 13).

Tabla 10 (variables a 6 meses)

ANOVA
Media DE Sig.
HDL* CC 4211 +/-13.25 0.012
TT 78.5 .
CT 40.44 +/-10.04
LDL* CcC 112.5 +/-44.6 0.015
TT 120 .
CT 136.7 +/-49.2
CT* CcC 180 +/-49.61 0.084
TT 193.7 +/-0.51
CT 197.9 +/-49.1
*en mg/dl
sig < 0.05
Tabla 11 (variables a 1 afio)
ANOVA
Media DE Sig.
CT* CcC 174.48 +/-46.83 0.065
TT 159.39 +/-46.37
CT 194.36 +/-56.20
*en mg/dl

sig < 0.05
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Tabla 12 (variables a 5 afios)

ANOVA
Media DE Sig.

PrU/CrU* CC 1.21 +/-1.29 0.090

TT : .

CT 3.03 +/-4.67
HDL** CcC 38 +/-12.79 0.025

TT : :

CT 51.1 +/-16.18
*en gr/gr
**en mg/dl
sig < 0.05

Tabla 13 (variables al momento actual)
ANOVA
Media DE Sig.

TAS* CC 137 +/-16.68 0.028

TT 115 +/-7.07

CT 132 +/-13.45
TAD* CcC 79.8 +/-12.00 0.042

TT 60 .

CT 80.2 +/-8.39
Dosis insulina** CC 29.38 +/-14.53 0.080

TT 34.66 +/-21.42
CT 30.9 +/-16.90

*en mmHg
**en Ul
sig < 0.05

Se calcularon curvas de sobrevida para los dos polimorfismos, para este punto se hicieron

dos desenlaces, uno con TFG <60 ml/min y otro con TFG <10 ml/min.

En el SNP rs833060, se encontrd diferencia estadisticamente significativa en sobrevida para

los pacientes heterocigotos y homocigotos GG, para ambos desenlaces (TFG <60 y 10
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ml/min), mostrando una menor estimacién de sobrevida para estos haplotipos y su

presencia en pacientes con ND con evolucion clinica acelerada. (Tabla 14)

Tabla 14. KAPLAN-MEIER
TFG <60y <10 ml/min

Estimacion Error std

TT ND acelerada 195.00 39.95 0.261 0.352
ND normal 254.63 37.75
Sin ND 300.00 .000
acelerada 295.20 25.80
Sin ND 265.32 24.65
normal

Global
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En el SNP rs25648, se encontro diferencia estadisticamente significativa en sobrevida para
los pacientes heterocigotos y homocigotos CC, para ambos desenlaces (TFG <60 y 10
ml/min) mostrando una menor estimacion de sobrevida para estos haplotipos y su presencia

en pacientes con ND con evolucion clinica acelerada. (Tabla 15)

Tabla 15. KAPLAN-MEIER
TFG <60 y <10 ml/min

Estimacion Error std

TT ND acelerada 195.00 39.95
ND normal 254.63 37.75
Sin ND 300.00 .000
acelerada 295.20 25.80
Sin ND 265.32 24.65
normal

Global




43

Desenlace <60 ml/min

Funciones de supervivencia
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Al final del estudio 155 pacientes (44.8%) se encontraban vivos y con funcion renal
conservada, 189 pacientes (54.6%) vivos con funcion renal perdida y 2 pacientes (0.6%)
finados con funcion renal perdida. De estos pacientes con funcion renal perdida, 48
pacientes (25.3%) tenian TFG <10 ml/min y Unicamente 28 pacientes (14.8%) se
encontraban en terapia de soporte renal.

DISCUSION

El objetivo de este estudio fue determinar la frecuencia de los polimorfismos G/T rs
833060 y C/T rs256648, asi como evaluar si existia algun riesgo asociado al genotipo para
el desarrollo de nefropatia diabética (ND) con evolucién clinica acelerada. Existen diversos
estudios que han evaluado la relacion entre los niveles de VEGF y su asociacion con

complicaciones cardiovasculares'®?

, asi mismo, se han descrito multiples polimorfismos
que pueden regular los niveles plasmaticos de VEGF?*?; sin embargo, desde nuestro
conocimiento, este es el primer analisis de haplotipo del gen de VEGF en una cohorte de
pacientes en México con DM2 que tiene diagnoéstico clinico de ND y un curso clinico de
evolucion acelerada. Si bien, no se logré determinar una asociacion significativa entre los
diferentes haplotipos y la evolucion clinica de la ND como objetivo primario, cabe sefialar
que se demostrd una asociacion significativa entre el genotipo heterocigoto G/T rs833060 y
un mayor deterioro de la funcion renal medido por CrS 'y CrCl a 1 afio del diagnédstico de
ND, dicha relaciéon no se mantuvo a lo largo de 5 afios, lo cual pensamos se pudiera
explicar por un tamafio de muestra insuficiente. Los trabajos de Cha et al*® y Shimada et
al'’., demuestran que los niveles urinarios y expresién de VEGF no estan relacionados con
el deterioro de la funcién renal medido por CrS, a diferencia de lo encontrado en nuestro

estudio; sin embargo, cabe destacar que los estudios mencionados no involucran

polimorfismo del VEGF ni haplotipos. En este sentido, los estudios con genotipo del VEGF
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y su asociacion con la evolucion clinica de ND, son en DM1, como el estudio de Summers
et al**, quien encontré un incremento en el alelo -460T en pacientes con microalbuminuria
0 proteinuria comparado con pacientes con normoalbuminuria, asi mismo los pacientes con
el alelo D y el genotipo DD del polimorfismo D/I en la region promotora -2549 del gen de
VEGF fueron asociados con susceptibilidad para ND en DM1?>. En ninguno de los estudios
descritos se evidencié una asociacion entre el genotipo y niveles incrementados de CrS,
relacion que nosotros encontramos estadisticamente significativa en la poblacién estudiada.
Asi mismo, encontramos un mejor control de TAS y TAD en pacientes homocigotos GG
rs833060 y homocigotos TT rs25648. Trzonkowska et al*®, describe una mayor incidencia
de hipertension arterial en pacientes con niveles elevados de VEGF. Hamedian AA et al®,
reporta que el polimorfismo +405 VEGF C/G (rs2010963) esta asociado con mayores cifras
de presion arterial sistémica en pacientes con diabetes, sugiriendo la precencia del alelo G y
el genotipo GG o CG como un factor de susceptibilidad para el desarrollo de hipertensién
en esta poblacion, adiferencia de los resultados encontrados en nuestra poblacion, en donde
el genotipo GG fue asociado con menores cifras de presion arterial.

Encontramos una tendencia a mayor excrecion de proteinas urinarias en pacientes
heterocigotos C/T rs25648, lo cual concuerda con hallazgos en la literatura, como el trabajo
de Nikzamir et al*’, en donde se observé que el alelo G no estaba asociado con albuminuria
pero el genotipo GG en el gen de VEGF estaba independientemente asociado con el
desarrollo de nefropatia en la poblacion diabética. Dichos estudios sugieren que el VEGF
podria ser un mediador potencial en la hiperfiltracion glomerular y proteinuria en ND vy, de
forma potencial, anticuerpos contra el VEGF en etapas tempranas de diabetes experimental

28
I

pudieran aminorar la disfuncién renal®. Por otro lado, tambien existen reportes que

29
I

contradicen dichos resultados, como los trabajos de Buraczynska et al®®, y Ray et al*®. Sin
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embargo, los resultados de los estudios que evaluan el desarrollo de proteinuria han sido
variables, Lenz et al., indica una correlacion entre VEGF urinario y albuminuria en DM2,
pero no asf en DM1 con enfermedad renal®.

En nuestros resultados encontramos un perfil lipidico favorable en homocigotos TT
rs25648, quienes presentaban mayores niveles de HDL (42 mg/dl +/- 13.2). En el estudio

realizado por Yap RW et al®

, se describe un perfil lipidico alterado en pacientes asiaticos
con alelo T en SNP rs1870377 y rs2071559, de forma similar, en nuestro estudio
encontramos en pacientes con alelo T del SNP rs25648 alteraciones en el perfil lipidico.
Importante sefialar que en nuestro estudio, observamos niveles elevados de &cido Urico en
pacientes con genotipo TT rs833060. Esto nos parece importante pues existen estudios que
han considerado el rol del acido urico en la disfuncién endotelial a través de mecanismos
locales de estrés oxidativo, ademas de que la hiperuricemia (niveles 6-9 mg/dl) se considera
un factor de riesgo cardiovascular, asi com de un factor implicado en la progresion de la
enfermedad renal®?,

En conclusion, mostramos por primera vez en una poblacién mexicana con DM2, que el
genoitpo G/T rs833060 del gen de VEGF se encuentra independientemente asociado con
una mayor deterioro de la funcién renal medido por CrSy, que los genotipos GG rs833060
y TT rs25648 del gen de VEGF se asocian con mejor control tensional en pacientes con
nefropatia diabética. La frecuencia de los polimorfismos especificos estudiados no fue
asociada con una evolucion clinica acelerada de ND. Dicho esto, es posible una interaccion
ambiente-genética pueda tener un rol significativo en la predisposicion y desarrollo de
nefropatia diabética. Estas observaciones enfatizan la importancia de la localizacion

geografica y la herencia de los sujetos en el estudio de genotipos y su asociacion con la

enfermedad renal. Asi mismo, estos hallazgos afirman la necesidad de considerar factores
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étnicos en la evaluacion de factores de riesgo genéticos, ademas de reforzar la necesidad de
andlisis adicionales para clarificar la contribucion real de los diferentes genotipos de VEGF
en el desarrollo y/o progresion de la ND en diferentes poblacion.
CONCLUSIONES
» Pacientes heterocigotos SNP rs833060 presentan mayores niveles de CrS y menor
CrCl a 1 afio de diagndstico de ND.
» Pacientes homocigotos GG del SNP rs833060 y homocigotos TT rs25648 presentan
menores cifras de TAS y TAD a 2,3 y 4 afios de seguimiento del diagnostico de
ND.
» Pacientes homocigotos TT del SNP rs833060 presentan mayores niveles de acido
drico a los 3 afios de seguimiento de ND
» Los pacientes homocigotos GG presentan mejor estimacion de sobrevida de forma
estadisticamente significativa, para desenlaces definidos con TFG <60 ml/min y
<10 ml/min
» Pacientes homocigotos TT del SNP rs25648 presentan mayores niveles de HDL a 6

meses de diagndstico de ND,
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Nefropatia diabética
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