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1. RESUMEN

INTRODUCCION: Aproximadamente el 20-40% de los pacientes diabéticos desarrollan nefropatia, que
es la principal causa de enfermedad renal crénica, llevando a un estadio terminal, incrementando la
morbimortalidad en el paciente diabético. Dada la alta morbilidad y mortalidad asociadas con la ND, la
deteccion eficaz es fundamental. El desarrollo de formas practicas para identificar a los pacientes con
buen prondstico de aquellos con mal prondstico sigue siendo importante para el manejo de pacientes
con diabetes y ERC, especialmente en el ambito de la atencién primaria. Una necesidad clinica es
identificar biomarcadores novedosos que tengan el potencial de diagnosticar y estratificar el riesgo de
ERC en pacientes con diabetes antes que las técnicas actuales. Se han propuesto biomarcadores
individuales genéticos, denominados polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) que podrian
representar un marcador potencial no invasivo para el diagndstico temprano de la ND.

OBJETIVO: Determinar la asociaciéon de los polimorfismos de los genes de la Enzima Convertidora de
Angiotensina y FRMD3 con el riesgo de desarrollar nefropatia diabética en pacientes con diabetes tipo
2, del CMN 20 de Noviembre del ISSSTE, de abril a diciembre de 2022.

MATERIAL Y METODOS: Se realizé un estudio de Casos y Controles, comparativo, observacional,
ambispectivo y transversal, en el que participaron hombres y mujeres, mayores a 18 afios de edad,
incluyendo pacientes con diagnostico de DT2 confirmada de acuerdo con las guias de la Asociacion
Americana de Diabetes: atendidos en la consulta externa de los Servicios de Nefrologia y Endocrinologia
de abril a diciembre de 2022, a quienes se les tomaron muestras de sangre periférica para la extraccion
del ADN gendémico por el método de fenol/cloroformo y posterior genotipificacion, con el sistema iPLEX
Assay que requiere el disefio de oligonucledtidos especificos, la amplificacion por reaccién en cadena
de polimerasa y por ultimo deteccion de los SNPs por espectrometria de masas.

RESULTADOS: En este estudio participaron un total de 400 pacientes, 199 (49.75%) hombres y 201
(50.25%) mujeres, dentro de los cuales se dividieron en tres grupos, 100 pacientes con diabetes tipo 2 y
nefropatia diabética confirmada por biopsia renal, 100 pacientes con diabetes tipo 2 sin nefropatia
diabética y 200 controles sanos. Se estudiaron un total de 3 polimorfismos de los genes de la ECA y
FRMD3. Los alelos silvestres fueron los mas frecuentes en todos los grupos. Dentro de los
polimorfismos analizados en la regresion logistica, donde las variables independientes clinicas
estudiadas estadisticamente significativas fueron la edad (OR, 1.97; CI95%: 1.53-2.01, p=0.01),
microalbuminuria (OR, 1.99; CI95%: 1.34-2.11, p=0.0005), retinopatia (OR, 3.02; CI95%: 1.87-3.89,
p=0.005) y hemoglobina glucosilada (OR, 1.34; CI95%: 1.02-1.76, p=0.001). Dentro de los polimorfismos
analizados en la regresion logistica, resultaron rs179975 CA (OR, 6.2; CI95%: 1.15-7.48, p=0.03),
rs1888747 GA (OR, 6.6; CI95%: 4.60-8.45, p=0.002) y rs10868025 GC (OR, 4.1; CI95%: 2.40-5.60,
p=0.002) con un nivel de significancia de Wald de 4.51, 9.51 y 7.56 respectivamente.

DISCUSION Y CONCLUSION: Nuestro estudio demostré la asociaciéon de variantes genéticas bien
establecidas de los polimorfismos de los genes de la ECA y FRMD3 con la presencia de nefropatia
diabética, mostrando que estos SNPs, especificamente rs179975 CA, rs1888747 GA 'y rs10868025 GC,
pueden representar marcadores genéticos importantes en el desarrollo de esta complicacion de la
enfermedad y pudieran ser un factor predisponente debido a la alta frecuencia y fuerza de asociacién
que se observaron en nuestra poblacion estudiada, representando este el primer estudio en América
Latina. Esto sugiere que existe una alta susceptibilidad de nuestra poblacion a desarrollar nefropatia
diabética. Es importante reproducir este estudio en las diferentes areas geograficas con el fin de poner
de manifiesto las variaciones y la gran heterogeneidad étnica de los individuos, ya que estos estudios de
los SNPs asociados a nefropatia diabética a nivel mundial han cobrado fuerza, por lo que creemos que
de esta manera se podra contar con un grupo de polimorfismos que se puedan utilizar en un futuro
cercano como una herramienta pronostica en el control de esta patologia.

PALABRAS CLAVE: Enzima convertidora de angiotensina; FRMD3; Nefropatia; Diabetes tipo 2, Polimorfismo de un
solo nucledtido.



2. INTRODUCCION

La enfermedad renal crénica (ERC) afecta aproximadamente al 15% de la poblacién y la enfermedad renal
diabética (ERD) o también llamada nefropatia diabética (ND) es la causa mas comun de ERC a nivel mundial
1,2 Aproximadamente el 30 % de los pacientes con diabetes mellitus tipo 1 (DM1) y el 40 % de los pacientes
con diabetes mellitus tipo 2 (DM2) desarrollan ERC.1 Debido a que los riesgos de mortalidad y morbilidad
aumentan con la progresion de la ERC, es imperativo priorizar la prevencion. , reconocimiento y manejo de la
ND en el entorno de atencién primaria.3

La ND esta impulsada principalmente por 3 procesos que se cruzan: lesién por hiperfiltracion de la barrera de
filtracion glomerular (BFG), expansion del mesangio glomerular y estrés oxidativo. El desarrollo de estos
procesos es multifactorial y se cree que esta relacionado con la patologia hemodinamica, metabdlica e
inmunolégica 4-6.

Los riesgos de desarrollo y progresion de la ND dependen principalmente de la duraciéon de la diabetes, el
control de la glucemia y el control de la hipertension.7,8. Para la DM2, aproximadamente el 30 % de los
pacientes desarrollan microalbuminuria dentro de los 10 afios posteriores al diagnéstico de diabetes, y
aproximadamente el 5 % progresa a nefropatia manifiesta cada afo.7

Casi todos los pacientes con tasa de filtrado glomerular (TFG) baja por ND tienen albuminuria previa, y el
grado de albuminuria predice la velocidad de disminucion de la TFG 8-11. El manejo eficaz de la
hiperglucemia y la hipertensiéon puede retrasar la aparicién de albuminuria como también de la progresion de
la ERD 12.

La mortalidad por todas las causas aumenta a medida que avanza la ND, principalmente por enfermedades
cardiovasculares (ECV)7. Segun los datos sobre DM2 del Estudio Prospectivo de Diabetes del Reino Unido
(UKPDS), la tasa anual de mortalidad por ECV es del 0,7 % para quienes tienen DM2 sin ND, 2 % para
aquellos con albuminuria 30-300 mg en 24 hrs, 3,5 % para aquellos con albuminuria >300 mg en 24 hrs 'y 12,1
% para aquellos con baja TFG (<60 ml/min) 7. El grado de albuminuria es un predictor de malos resultados de
ECV, y la reduccion de la albuminuria tiene efectos cardioprotectores 12.

Dada la alta morbilidad y mortalidad asociadas con la ND, la deteccion eficaz es fundamental. Las pautas de
la Asociacion Americana de Diabetes recomiendan la evaluacion anual de la TFG y la albuminuria en todos los
pacientes con DM2 y aquellos con DM1 durante 5 afios o mas 13,14. A pesar de esto, menos del 50 % o igual
de los pacientes con diabetes se someten a pruebas de albuminuria. La presencia de albumina en orina
mayor o igual a 30 mg en 24 hrs o TFG estimada (TFGe) menor de 60 ml/min/1,73 m2 durante al menos 3
meses es necesaria para el diagnéstico de ND 15.

Aproximadamente el 20 % de los pacientes con enfermedad renal por diabetes progresan hasta necesitar

didlisis sin recibir atencion de un nefrélogo 16. Las guias actuales recomiendan la derivacion a nefrologia



cuando la TFGe desciende por debajo de 30 mil/min/1,73 m2, cuando la etiologia de la ERC esta en duda. , o
cuando hay desafios de manejo (hipertension resistente, empeoramiento de la albuminuria, disminucion
rapida de la tasa de filtracion glomerular, etc.).17. Una mayor duracion de la atenciéon nefroldgica previa a la
dialisis se asocia con una mejor preparacion del paciente para la dialisis y una mayor supervivencia de 1 afio
después del inicio de la dialisis 18.

La ND fue originalmente estadificada por Mogensen 19 en la década de 1980 como una enfermedad
progresiva que comenzaba con la pérdida de pequefias cantidades de albumina en la orina (30-300 mg por
dia), conocida como microalbuminuria, nefropatia oculta o incipiente. A medida que se perdian cantidades
cada vez mayores de albumina en la orina y la albuminuria se hacia detectable mediante el analisis de orina
estandar con tira reactiva (>300 mg por dia), se utilizaron los términos macroalbuminuria o nefropatia
manifiesta. Esta presentacion fue seguida clasicamente por una disminucién implacable de la funcién renal e
insuficiencia renal. Este paradigma ha demostrado ser util en estudios clinicos, para identificar cohortes que
tienen un mayor riesgo de resultados de salud adversos, sin embargo muchos pacientes con diabetes tipo 1y
la mayoria con diabetes tipo 2 no siguen este curso clasico en la practica clinica moderna 20. Por ejemplo,
muchos pacientes diabéticos con insuficiencia renal no manifiestan una pérdida excesiva de albumina urinaria
21,22. De hecho, del 28 % de la cohorte del Estudio Prospectivo de Diabetes del Reino Unido (UKPDS) que
desarrollé una TFGe de <60 ml/min/1,73 m2, la mitad no tenia albuminuria previa 23. Incluso en el Diabetes
Control and Complications Trial (DCCT) del 11 % de los pacientes con diabetes tipo 1 que desarrollaron una
eGFR de <60 ml/min/1,73 m2, el 40 % nunca habia experimentado una nefropatia manifiesta 24. Al mismo
tiempo, la mayoria de los pacientes con microalbuminuria no aumentan progresivamente su excrecién urinaria
de albumina como en el paradigma clasico y comunmente se observa una “remision” espontanea e inducida
por el tratamiento de la albuminuria 25.

Por eso actualmente se conocen los 4 fenotipos de la trayectoria de la ND. El fenotipo clasico de enfermedad
renal diabética se caracteriza por albuminuria alta persistente y una disminucion progresiva posterior en la
tasa de filtracion glomerular que a menudo conduce a insuficiencia renal, este fenotipo se observa
principalmente en personas con diabetes y control glucémico deficiente. El segundo fenotipo es donde existe
una regresion de la albuminuria en pacientes con diabetes, que es probablemente inducida por los efectos
beneficiosos de intervenciones multidisciplinares como el uso de farmacos antihipertensivos. En el tercer
fenotipo, se puede observar una rapida disminucion de la TFG en personas con diabetes (>5 ml/min/1.73 m2
al afio) incluso en ausencia de albuminuria, desarrollando insuficiencia renal en un corto periodo de tiempo y
por ultimo el cuarto fenotipo donde hay una disminucion de la TFG sin albuminuria, este fenotipo se denomina
ND no proteinurica o no albuminurica. Los pacientes con ND no proteinurica o no albuminurica tienen una tasa

mas lenta de pérdida de TFG en comparacion con aquellos con ERD proteinudrica o albuminurica 26.



El desarrollo de formas practicas para identificar a los pacientes con buen pronéstico de aquellos con mal
prondstico sigue siendo importante para el manejo de pacientes con diabetes y ERC, especialmente en el
ambito de la atencién primaria. Una necesidad clinica es identificar biomarcadores novedosos que tengan el
potencial de diagnosticar y estratificar el riesgo de ERC en pacientes con diabetes antes que las técnicas
actuales. De hecho, se han propuesto biomarcadores individuales genéticos, denominados polimorfismos de
un solo nucleétido (SNP) que podrian representar un marcador potencial no invasivo para el diagnéstico
temprano de la ND 27.

Durante la ultima década, la prevalencia de diabetes en general ha aumentado en todo el mundo, como
resultado del aumento continuo de la incidencia de diabetes tipo 2 y como resultado un incremento en la ND
28. En la nefropatia diabética humana y experimental, la hipertensién sistémica y glomerular desempefid un
papel en el inicio y la progresiéon de la nefropatia 29. Estos cambios hemodinamicos pueden explicarse en
parte por alteraciones en el sistema renina-angiotensina. En consecuencia, los genes implicados en el sistema
renina-angiotensina se han sugerido como posibles predisposiciones genéticas para el desarrollo de la
nefropatia diabética. Publicaciones anteriores sugieren que la predisposicion genética juega un papel en el
desarrollo de la nefropatia diabética 30—33. Polimorfismo significa el fendmeno de tener dos o mas variantes
genéticas. Se sabe que el polimorfismo del ADN, hasta ahora, existe para la gran mayoria de los genes
humanos. En la diabetes mellitus, se pueden idear varios modelos para representar diferentes conceptos de la
patogenia de la nefropatia diabética e incorporar factores genéticos 34. La enzima convertidora de
angiotensina-I (ECA) es una de las enzimas clave en el sistema renina-angiotensina-aldosterona (RAAS) y el
polimorfismo de insercion (l)/delecion (D) de este gen se ha estudiado ampliamente con enfermedades
renales 35 y complicaciones cardiovasculares de la nefropatia diabética 36,37.

Se cree que el polimorfismo ECA I/D es un marcador de polimorfismo funcional que regula la actividad de la
ECA circulante y tisular 38-43. Su asociacion con la nefropatia diabética ha sido ampliamente investigada en
poblaciones europeas y asiaticas explorando las asociaciones genéticas de este polimorfismo con la
nefropatia diabética 44. Hasta ahora, el polimorfismo I/D del gen ECA es el marcador de asociacion con la
nefropatia diabética mas estudiado en estas poblaciones, sin embargo en América latina no se han realizado
dichos estudios. Un metanalisis realizado mostré una asociacion consistente entre el alelo ECA D o el
genotipo DD y el riesgo de ND en pacientes con nefropatia diabética, fue en 2005, Ng et al. 45 que informaron
de un metanalisis de 14,727 pacientes diabéticos que incluia 47 estudios (8663 casos, 6064 controles) de
1994 a 2004, el efecto fue mas pronunciado en los asiaticos con diabetes tipo 2, seguidos por los caucasicos,
sugiriendo que estos hallazgos pueden tener implicaciones para el manejo de la nefropatia diabética usando
inhibidores de la ECA, especialmente entre los asiaticos diabéticos tipo 2. En 2012, Wang et al. informaron

otro metanalisis. 46. Realizaron un metanalisis exhaustivo de 63 estudios publicados entre 1994 y 2010 con
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14,108 casos y 12,472 controles que relacionaban variantes del polimorfismo ECA I/D con el riesgo de
desarrollar nefropatia diabética.

Incluyeron todos los estudios que determinaron la distribucién del genotipo del polimorfismo ECA I/D en casos
con diabetes tipo 1 o tipo 2 y nefropatia y en controles enfermos y controles sanos. El analisis general mostro
una asociacion significativa entre el polimorfismo ECA I/D y el riesgo de nefropatia diabética para todos los
modelos genéticos (ID frente a Il: OR = 1,12, IC del 95 % 1,02-1,24; DD frente a Il: OR = 1,27, IC 95 % 1,13—
1,44; contraste de alelos: OR = 1,15, IC 95 % 1,08—1,23; modelo dominante: OR = 1,18, IC 95 % 1,07-1,31; y
modelo recesivo: OR = 1,18, IC 95 % 1,08-1,30, respectivamente). En el analisis estratificado por etnia y tipo
de diabetes mellitus, encontraron ademas que el grupo asiatico con DM tipo 2 mostré una asociacion
significativa para todos los modelos genéticos (ID frente a Il: OR = 1,25, IC del 95 % 1,07-1,47; DD frente a Il:
OR =1,57, IC 95 % 1,24-1,98; contraste de alelos: OR = 1,30, IC 95 % 1,15-1,46; modelo dominante: OR =
1,37, IC 95 % 1,10-1,69; y modelo recesivo: OR = 1,34, 95 % IC 1,15-1,56, respectivamente). Sin embargo,
no pudieron encontrar efectos significativos para diferentes modelos genéticos en otros subgrupos. Los
autores sugirieron que el polimorfismo ACE |I/D puede contribuir al desarrollo de nefropatia, especialmente en
el grupo asiatico con diabetes mellitus tipo 2.

La evaluacidon del polimorfismo ECE I/D en la nefropatia diabética es una herramienta confiable para
identificar a los pacientes diabéticos en riesgo e identificar a los pacientes que pueden beneficiarse de la
terapia antiproteinurica (renoprotectora) con inhibidores de la ECA y/o ARB. Sin embargo dichos resultados
son unicamente en poblacion caucasica y asiatica, siendo necesario la replicacién de estos estudios en otras
poblaciones como américa latina 46.

De igual manera nuevos estudios han observado que el genotipo FRMD3 en la posicion rs1888747 muy
probablemente se correlaciona con la enfermedad renal diabética. La expresién génica prominente se puede
reducir a tres alelos. En primer lugar, se observé que el alelo CC es un gen protector de la enfermedad renal
diabética, lo que sugiere otra patologia glomerular. En segundo lugar, GC y GG eran alelos progresivos que
eran factores predisponentes que favorecian la nefropatia diabética. Por lo tanto, la identificacion de
polimorfismos de un solo nucledtido (SNP) de rs1888747 en el gen FRMD3 de las células sanguineas podria
servir potencialmente como un procedimiento menos invasivo en comparacion con la biopsia renal 47-53.

Un estudio reciente en 2021 realizado en poblacion asiatica, evalué a pacientes que ya tenian resultados
histopatolégicos renales es decir con diagnoéstico confirmado de ND por biopsia renal y se estudié si habia
asociacion con los polimorfismos del gen FRMD3, proteinas estructural que forma parte del citoesqueleto,
principalmente en células del glomérulo renal. Los sujetos fueron clasificados en tres grupos; ND con
retinopatia diabética (RD), ND sin RD y pacientes con diabetes con enfermedad renal no diabética (ERND).

Se analizaron los polimorfismos FRMD3 en cada grupo. Se encontré que la prevalencia de los genotipos GG,
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CG y CC fue de 44,4%, 42,2% y 13,3% respectivamente. No hubo diferencias significativas en los parametros
clinicos, que consistieron en duracién de la enfermedad, proteinuria y complicaciones en ND con o sin RD y
DM2 con ERND. El alelo G se encontré principalmente en pacientes ND con RD (50,8 %) mientras que el
alelo C se encontré en pacientes DM con ERND (43,5 %) (p = 0,02). Hubo una asociacion significativa entre el
genotipo CC en ERND en comparacion con GG (p = 0,001). Ademas, el alelo C fue 2,10 veces mas asociado
con ERND que el alelo G (p = 0,03). El genotipo CC se correlacion6 con el riesgo de ERND que los genotipos
GG y GC, con razones de probabilidad de 6,89 y 4,91, respectivamente (p = 0,02) 54.

Antes dichos resultados prometedores en la identificacion de la ND y de la ERND, se ha propuesto realizarlo
en otras zonas demograficas, ya que pudiera representar un biomarcador no invasivo en el diagnéstico

oportuno de la ND y ERND.

3. HIPOTESIS

Los pacientes con diabetes tipo 2 y presencia de los polimorfismos de los genes de la Enzima
Convertidora de Angiotensina y FRMD3, presentaran un OR igual o mayor a 2 en el desarrollo de

nefropatia diabética.

4. OBJETIVO GENERAL

Determinar la asociacion de los polimorfismos de los genes de la Enzima Convertidora de
Angiotensina y FRMD3 con el riesgo de desarrollar nefropatia diabética en pacientes con diabetes
tipo 2, del CMN 20 de Noviembre del ISSSTE, de abril a diciembre de 2022.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
Primarios
* Determinar la frecuencia de sujetos con Diabetes tipo 2 con presencia de los
polimorfismos.
» Calcular el riesgo de los polimorfismos para el desarrollo de nefropatia diabética.
» Tipificar los polimorfismos en pacientes con y sin nefropatia diabética
Secundarios
+ Determinar la prevalencia de los diferentes fenotipos en los pacientes con nefropatia
diabética.
» Correlacionar el fenotipo y los polimorfismos asociados en los pacientes con nefropatia
diabética.

12



5. MATERIAL Y METODOS

Estudio de casos y controles - observacional, transversal, ambispectivo y analitico.

Poblacién de estudio: Pacientes mexicanos de mayores de 18 afios de edad con diagnostico de
DT2 con y sin nefropatia diabética que acudieron al Servicio de Nefrologia y Endocrinologia del
CMN 20 de Noviembre del ISSSTE de abril a diciembre de 2022.

Universo de trabajo: Pacientes adultos mexicanos mayores de 18 anos de edad con diagndstico
de diabetes tipo 2, adscritos al ISSSTE.

Tiempo de ejecucion: 12 meses

Grupo control: Pacientes mexicanos mayores de 18 afios de edad con diagnéstico de DT2 sin
nefropatia diabética que acudieron al Servicio de Nefrologia y Endocrinologia del CMN 20 de
Noviembre del ISSSTE de abril a diciembre de 2022.
Grupo a intervenir: Pacientes mexicanos de mayores de 18 afios de edad con diagnéstico de DT2
con nefropatia diabética que acudieron al Servicio de Nefrologia y Endocrinologia del CMN 20 de
Noviembre del ISSSTE de abril a diciembre de 2022.

Criterios de inclusion:

* Pacientes hombres y mujeres mexicanos mayores de 18 afios de edad con diagnéstico
confirmado de diabetes tipo 2 atendidos en la consulta externa del servicio de Nefrologia y
Endocrinologia, del CMN 20 de Noviembre del ISSSTE de abril a diciembre de 2022.

* Con nefropatia diabética posterior al diagnostico establecido de DT2 para el grupo de
casos Y sin nefropatia diabética para el grupo de controles.

* Autorizacién con consentimiento informado por parte del paciente.

Criterios de exclusion:

» Pacientes con diagnéstico de enfermedad renal crénica independiente de la DT2
(glomerulopatias secundarias por enfermedades autoinmunes, enfermedades infecciosas,
farmacos).

» Pacientes embarazadas.

Criterios de eliminacion:

* Muestra de sangre no analizable por medio de estudios moleculares
* Retiro del consentimiento informado.
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Tipo de muestreo: El tipo de muestreo que se incluyé en el estudio fue probabilistico
aleatorio simple tanto para los casos como para los controles, a través de la

generacion de numeros al azar por medio de un software (Microsoft Excel).

Tamaino de muestra:

El tamafio de muestra se calculd con el software Epidat version 4.2 (https://www.sergas.es/Saude-
publica/EPIDAT). Para nuestro estudio se calculé un tamafio de muestra pareada por sexo. En
Epidat 4.2, el calculo del tamafio de muestra para estudiar si existe asociacion entre la exposicion
de los polimorfismos y las nefropatia diabética en un estudio de casos y controles, cuando los dos
grupos estan emparejados, se basa en la prueba de Connor RJ.

Los factores que intervinieron en el calculo fueron:

1. Frecuencia del polimorfismo menos frecuente en los casos (P1).
2. Frecuencia del polimorfismo menos frecuente en los controles (P2).
3. Razén de momios a detectar (Odds ratio, OR).

Estos tres valores estan relacionados entre si del modo siguiente:

~ ORP, b P,
(1-P,)+ORP,” > OR(1-P,)+P,’

1

La expresion quedé finalmente asi:

P(1-P,)

OR = ,
P (1-Py)

por lo que, especificando dos de estos parametros, el otro queddé perfectamente determinado.
Tomando en cuenta esta informacion y la frecuencia del polimorfismo menos frecuente de casos y
controles, se calculd el tamafio de muestra para la poblacion de estudio con los siguientes

parametros:
Frecuencia de casos 67%
Frecuencia de controles 13%
Odds ratio a detectar 2.0
Nivel de confianza 95%
Resultados
Potencia 80%
Numero de casos 100
Numero de controles 100
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Técnicas y procedimientos empleados:

1. Los pacientes que acudieron a la consulta externa de nefrologia y endocrinologia del CMN 20 de
Noviembre ISSSTE entre abril a diciembre de 2022, fueron seleccionados en relacion a los criterios
de inclusién y exclusion. Una vez esto, fueron invitados a participar en el proyecto.

2. Se aplico la carta de consentimiento informado.

3. Se revisaron los expedientes clinicos y posteriormente se capturaron los datos que se evaluaron
en el estudio.

4. Se tomaron y recolectaron 10 ml de sangre por venopuncion en el antebrazo (tubo con
anticoagulante el EDTA-Na al 15 %).

5. Se extrajo ADN gendémico a partir de sangre periférica, que se llevo a cabo en el Departamento
de Biologia Molecular e Histocompatibilidad del Instituto Nacional de Medicina Gendmica,
llevandose a cabo los siguientes pasos:

* Resuspender el sedimento de células (1 x 106) en 480 pl de TNE 1x.
* Agregar 100 pl de SDS 10% y 20 ul de proteinasa K (20 mg/ml).

* Incubar en bafo maria a 37 °C por 12 horas.

* Centrifugar a 4.000 rpm por 5 minutos.

* Recuperar el sobrenadante en otro tubo Eppendorf.

* Agregar 600 pl de fenol - cloroformo (1:1). Mezclar por 5 minutos hasta su
homogenizacion.

*  Centrifugar a 4.000 rpm por 5 minutos.
* Recuperar el sobrenadante en otro tubo Eppendorf.

* Agregar 600 pl de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1). Mezclar por 5 minutos
hasta su homogenizacion.

*  Centrifugar a 4.000 rpm por 5 minutos.
* Recuperar el sobrenadante en otro tubo Eppendorf.
* Agregar 50 pl de acetato de sodio 3 M.

* Agregar 1 ml de etanol absoluto frio (-20°C). Agitar gentiimente y esperar su
precipitacion.

* Centrifugar a 12.000 rpm por 5 minutos.

* Desechar el sobrenadante. Agregar 1ml de etanol al 70% conservado a -20°C.
* Centrifugar a 12.000 rpm por 5 minutos.

* Desechar el sobrenadante.

* Secar el DNA a medio ambiente.

* Agregar 100 yl de agua bidestilada y dejar por una noche a temperatura ambiente
para su disolucién completa.

* Conservar a 4°C.
* Cuantificar el ADN obtenido por espectrofotometria.
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6. Genotipificacion.

La genotipificacion se realizo con el sistema iPLEX Assay acoplado al MassARRAY de la compafiia
Agencia Bioscience (http://agenabio.com/). En la figura 1 se muestra el resumen del proceso:

Allele 1 Allele 2

PCR Fa’rwardER’pnmzr
Reaction 3

SAP treatment to
unincorporated dNTPs

H #—— PCRproducts £ =
Extension primer 0 Terminator nucleotides
iPLEX® - SeAc e
Extension ‘ AleT T
Reaction

Extension products

—>A—A —>G
—»G6 —G6 —*A

Desalt, dispense onto SpectroCHIP® Array

‘ and analyze with MALDI-TOF MS

MALDI-TOF
Mass n e
Spectrometry
Analysis

Figura 1. Proceso medinate el cual se hace la genotipificacion con el sistema iPLEX Assay
acoplado al MassARRAY.

6.1. Disefo de oligonucleétidos para amplificacion de los SNPs.

Para generar el disefio del multiplex éptimo para la amplificacion de los diferentes SNPs de interés,
se utilizo el software TYPER Assay Designer con los siguientes parametros de disefio: tamafo de
primers entre 15 a 30 nucledtidos, tamafio promedio de los amplicones de entre 80 y 120 pares de
bases (pb), temperatura de alineamiento de 45 °C, robustez éptima de 1 en formacién de bucles,
dimeros y falsos primers de amplificacién y extension, rango de espectrometria de 4.3 a 9 kDa,
distancia de separacién entre SNPs de 30 Da.

6.2. Amplificacion de los SNPs por PCR.
6.2.1. Acondicionamiento de las muestras de ADN.

Antes de iniciar la PCR, se acondicionaron las muestras de ADN extraido mediante la
centrifugacion a 4500 rpm por 30 s. Se descongelaron los reactivos, se les dio un vortex suave y
un spin de 10 segundos antes de usarse (a excepcion de las enzimas). Se utilizo la hoja de calculo
iPLEX Mastermix Calculator.xIsx para establecer la cantidad de MasterMix a usar en las reacciones
de PCR, SAP y PCR de Extensién, dependiendo de la cantidad de muestras a procesar (Usar un
10 % extra de excedente).

6.2.2. Preparacion del Master Mix de reaccion.

Para la preparacién del Master Mix de reaccion se usaron las proporciones mostradas en la
siguiente tabla con base al programa iPLEX MasterMix Calculator.xlsx, el cual, calcul6
automaticamente la cantidad de reactivo necesario para el procesamiento de un determinado
numero de muestras.
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Componente Por Para 96 muestras

muestra ()
(un)

H20 libre de ADNasas 0.8 84.48
Buffer PCR 10 X + 20 mM 0.5
de MgCI2 52.8
MgCl2 (225 mM) 0.4 42.24
dNTP Mix (25 mM/dNTP) 0.1 10.56
Enzima PCR (5 U/pL) 0.2 21.12
PrimerMix PCR (500 1 105.10
nM/Primer)
TOTAL 2 211.2/1=211.2/Panel

Se aseguré de mezclar perfectamente usando la pipeta y posteriormente se dio un spin por 10 s,
se dividio el total de la mezcla PCR MasterMix final en una tira de 8 tubos. Usando una pipeta
multicanal, se colocé 3 pL del PCR Mastermix final en cada pozo de la placa nueva de 96 pozos.

Se agreg6 2 uL de ADN en cada pozo utilizando una pipeta multicanal, depositando el material
genético en el fondo del pozo de la placa. Se centrifugd la placa a 4500 rpm por 30 s asegurando
una uniformidad en la mezcla de reaccién. Se coloco la placa en el termociclador, el cual se creé
con los parametros de amplificacion que aparecen en la siguiente tabla.

Temperatura Tiempo Ciclos

(°©)
95 2 min
95 30s
56 30s 45
72 1 min
72 5 min
4 oo

6.3. Deteccion de los SNP.

Finalmente, los SNPs amplificados fueron transferidos al sistema MassARRAY y mediante
espectrometria de masas fueron detectados los SNP. Este sistema analizé los datos y reportd de
manera automatica los genotipos encontrados para cada una de las muestras utilizadas
inicialmente.

Los Residuos Peligrosos Bioldgico-Infecciosos (RPBI) se eliminaron de acuerdo a lo descrito en la
NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002, el material punzocortante en los recipientes rigidos de
polipropileno (rojo) y la sangre en recipientes herméticos (rojo).

Andlisis estadistico

Se efectud la descripcién de las variables con las medidas de tendencia central y dispersion
adecuadas. Se obtuvieron las frecuencias de los polimorfismos mediante conteo directo y se
compararon entre los pacientes con y sin nefropatia diabética. Se calculé el equilibrio de Hardy-
Weiberg utilizando chi cuadrada. Se efectué analisis univariado, bivariado y posteriormente se
efectud analisis multivariado pareada por sexo ajustando el efecto del polimorfismo con el tiempo
de evolucion de la DM2, edad, control glucémico, control tensional e indice de masa corporal.
Dentro de las medidas de asociacion, se calcularon la razéon de momios (OR, por sus siglas en
inglés Odds Ratio) mediante regresién logistica. Se obtuvieron también el intervalo de confianza
(IC). Los calculos se llevaron a cabo usando los programas SPSS v21 y Epilnfo v6.1.
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6.RESULTADOS

Descripcién general de la poblacion

Participaron en el estudio un total de 400 pacientes, se dividieron en tres grupos, 200 casos
(pacientes con diagnostico de diabetes tipo 2) de los cuales 100 tenian presencia de nefropatia
diabética (ND) y 100 no tenian dicha condiciéon y el tercer grupo de 200 controles sanos, sin
ninguna enfermedad metabdlica ni sistémica.

La media aritmética de la edad de ambos grupos fue de 54.49 afios (34 a 83) con un IMC de 24.57
kg/m2 (34 a 83). Con relaciéon a la variable de control glucémico compuesta por la HbA1c
presentaron una media de 6.2% (4 a 14.6) y una media de glucosa en ayunas de 101.85 mg/dl (47
a 410). Con respecto al perfil lipidico, presentaron una media de LDL de 74.88 mg/dl (20 a 158),
HDL de 46.95mg/dl (14 a 91) y triglicéridos de 98.24 mg/dl (43 a 406). Por ultimo, con relacion a la
funcién renal, los 400 pacientes presentaron una media del estimado de la tasa de filtrado
glomerular (eTFG) de 92.25 ml/min (6 a 125.9) calculada por la formula CKD-EPI, con una media
de la creatinina sérica de 1.04 mg/dl (0.23 a 8.3) con una albuminuria en 24 horas de 136.11 mg

(2.6 a 8000), Cuadro 1.

Descripcion de la poblacion segun grupo de estudio

De acuerdo a las caracteristicas clinicas de los pacientes segun el grupo de estudio, se llevé a
cabo un analisis bivariado con las variables cuantitativas en relacién con la variable dependiente,
en el cual se realizé comparacion de medias con la prueba T de Student (Cuadro 2), donde se
encontré que con respecto a la edad, la media aritmética en afnos de los casos con ND fue de
65.72 afos (44 a 82) siendo mayor a comparacion de los casos sin ND y lo controles 64.03 (40 a
83) y 44.82 anos (34 a 59), sin diferencia estadistica (p= 0.09). En cuanto al tiempo de evolucién
de la enfermedad, la media aritmética de los casos con ND en afios fue de 15.14 afos (1 a 32) y
en en el grupo de casos sin ND de 11.95 (1-40), siendo mayor en los pacientes con ND pero sin
diferencia estadistica. Con relacion al IMC este fue mayor en el grupo de casos sin ND 27.05 kg/
m2 (17.36 a 40.67), a comparacion del grupo de casos con ND y control, 26.87 kg/m2 (18.37 a
38.28) y 22.35 kg/m2 (19.9 a 23.9) respectivamente con un valor p= 0.07. Con respecto al control
glucémico, la hemoglobina glucosilada en el grupo de casos con ND 7.88% (4.5 a 14.5) fue mayor

que en los grupos de casos sin ND 7.54% (5.3 a 14.6) vy control 4.79% (4 a 5.2), siendo
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estadisticamente significativa, p=0.05. Por otro lado con respecto a la glucosa en ayunas, fue
mayor en el grupo de casos sin ND 128.84 mg/dl (47 a 279) a comparacion con el grupo de casos
con ND 127.2 mg/dl (58 a 410) y grupo control 77.34 mg/dl (64 a 88), presentando diferencia
estadistica con una p=0.05.

En el perfil lipidico, se evalué el LDL en casos y controles presentando una media aritmética mayor
en el grupo de casos sin ND 93.89 mg/dl (38 a 168) a diferencia del grupo de casos con ND
84.17 mg/dl (20 a 166) y grupo control 61.73 mg/dl (50 a 78) con un valor p=0.08. El HDL fue
mayor en el grupo control 51.61 mg/dl (42 a 60) con respecto al grupo de casos con ND y si ND
39.05 mg/dl (14 a 91) y 44.82 mg/dl (16.5 a 75) respectivamente, p=0.77 y los triglicéridos
presentando niveles mas altos en el grupo los casos con y sin ND, 139.82 mg/dl (60 a 406) y
130.08 mg/dl (50 a 320) respectivamente a comparacion con el grupo control de 64.1 mg/dl (43 a
81) con un valor p 0.08.

Finalmente con respecto a la funcion renal, el grupo de casos con ND presentaron un eTFG menor
de 50.86 mi/min (6 a 112) a comparacion del grupo de casos sin ND 95.21 ml/min (63 a 124) y
grupo control 110.12 ml/min (74.6 a 125.9), p 0.03. La creatinina sérica de igual manera fue mayor
en el grupo de casos con ND 2.12 mg/dl (0.39 a 8.3) a diferencia del grupo de casos sin ND y
grupo control, 0.71 mg/dl (0.23 a 1.12) y 0.70 mg/dl (0.4 a 0.9) respectivamente, p 0.02. Por ultimo
al comparar la albuminuria en 24 hrs también fue mayor en el grupo de casos con ND 496.38 mg
(5.2 a 8000) a comparacion con el grupo de casos sin ND 10.96 mg (2.6 a 27) y grupo control 7.85
mg (3 a 16.7), p 0.03.

De igual manera, se llevé a cabo un analisis bivariado con las variables cualitativas, donde se
realiz6 un analisis con todas las variables dicotomicas en funcion de la variable dependiente
utilizando comparacion de proporciones, donde se calculdé la X2 de Pearson y se observd que
cumplieran el supuesto de los valores esperados (igual o mayor a 5) (Cuadro 3), encontrandose
que con respecto a la variable sexo, 199 pacientes (49.75%) fueron hombres y 201 (50.25%)
mujeres, predominando mas en los grupos de casos sin ND, 58 mujeres (58%) y grupo control 108
mujeres (54%) a comparacion con el grupo de de casos con ND, hombres 65 (65%), p 0.18.

Con relacién al antecedente de hipertension arterial sistémica fue mayor en el grupo de casos con
ND con 86 pacientes (86%) a comparacion del grupo de casos sin ND 77 (77%), representando

una variable estadisticamente significativa (p=0.01).
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Al comprarse el tabaquismo y alcoholismo, ambas variables en los 400 pacientes, el 75% no tenian
dichos habitos, estando ausente en los 3 grupos y siendo estadisticamente significativas, p 0.001.
Con respecto a las complicaciones microvasculares de la diabetes tipo 2, retinopatia y neuropatia,
la retinopatia se presentd en mayor proporcion en el grupo de casos con ND (61%) a comparacion
con el grupo de casos sin ND (6%), p 0.03. De igual manera la neuropatia estuvo presente en
mayor numero en el grupo de casos con ND a diferencia del grupo de casos sin ND, 30% vs 11%

valor p 0.02, respectivamente.

Descripcion de los fenotipos y reportes de la histopatologia renal en la poblacién con
nefropatia diabética.

En el cuadro 4, se describié en el grupo de pacientes con nefropatia diabética, el fenotipo y
reportes histopatologicos de la biopsia renal, encontrandose que el fenotipo mas frecuente fue el
clasico (fenotipo 1) en un 38%, siendo el menos prevalente el fenotipo no albuminurico (fenotipo 4).
Con respecto al reporte de la biopsia renal, con relacién a los 4 clases histopatologicas de la
nefropatia diabética, fue mas frecuente la clase Ill (glomeruloesclerosis nodular) con un 47% vy el
que se presentd en menor proporcion fue la clase | (engrosamiento de la membrana basal

glomerular aislada).

Distribucién de alelos, genotipos y haplotipos de los genes de la ECA y FRMD3

Se estudiaron un total de 3 polimorfismos de los genes de la ECA (rs179975) y FRMD3 (rs1888747
y rs10868025) que se muestran en el Cuadro 5. La asociacién de los alelos y los genotipos en la
poblacion estudiada con DT2 con y sin nefropatia diabética y controles sanos, los cuales se
muestran se muestran en los cuadros 6 y 7 respectivamente. Los alelos silvestres fueron los mas
frecuentes en los casos tanto con como sin nefropatia diabética.

Con relacion a los alelos de los 3 polimorfismos estudiados, todos ellos se asociaron con
susceptibilidad a la presencia de nefropatia diabética, dentro de estos se encuentran del gen de la
ECA, el alelo A del SNP rs179975 con un OR 2.3; CI95%: 1.45-3.2, p=0.003, y del gen FRMD3, el
alelo A del SNP rs1888747A con un OR 1.54; Cl95%: 1.13-2.3, p=0.0005 y el alelo G del SNP
rs10868025 con un OR 1.87; CI95%: 1.29-2.33, p=0.0009, siendo estadisticamente significativos,

con una frecuencia mayor en el grupo de casos con nefropatia diabética del 80%, 88% y 73% de
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acuerdo a los SNPs respectivamente antes mencionados y con sus contrapartes correspondientes
que fueron de proteccion.

Con respecto a los genotipos de los 3 polimorfismos, se encontré asociaciéon con frecuencias
estadisticamente significativas en cada uno de ellos, mostrando los genotipos rs179975CA con un
OR 4.76; CI95%: 3.15-5.56, p=0.0004, rs1888747GA con un OR 2.17; CI195%: 1.38-3.60, p=0.03 y
rs10868025GC con un OR 2.66 CI95%: 1.22-3.15, p=0.03, siendo mayores las frecuencias en el
grupo de casos con nefropatia diabética, con 85%, 90% y 90% respectivamente de los
polimorfismos antes mencionados. Todos los SNPs estudiados se encontraron en el equilibrio de
Hardy-Weinberg. En todas las comparaciones de genotipos de los SNPs, prevalecié el modelo
codominante. La tasa de éxito general de la técnica de tipificacion fue del 98.9%. El software
Haploview v4.2 establecid 7 haplotipos para la poblacion estudiada de pacientes con nefropatia
diabética, (Cuadro 8). Cuando se analizaron a todos los sujetos, se encontré que el haplotipo
CGAC del gen de la ECA fue de susceptibilidad (OR;5.87; Cl95%: 2.38-14.5, p=0.05) al igual que
haplotipo TCAC, (OR, 17.31; Cl95%: 2.08-19.4, p=0.013), mientras que los haplotipos CCGC (OR,
0.54; Cl95%: 0.36-0.80, p=0.002) y CCGG (OR, 0.59; Cl95%: 0.39-0.89, p=0.012) fueron de

proteccidon mostrando significancia estadistica.

Resultados obtenidos en la regresién logistica multinomial

Se realiz6 un modelo de regresion logistica multinomial, donde se analizaron todas las variables
(cualitativas o cuantitativas) que tuvieron un nivel de significancia cuya p<0.05. Los resultados
fueron analizados a través del nivel de significancia de Wald, OR e intervalo de confianza (Cuadro
9). En la regresién logistica, la variable dependiente fue la presencia o ausencia de nefropatia
diabética, donde las variables independientes clinicas estudiadas estadisticamente significativas
fueron la edad (OR, 1.97; CI95%: 1.53-2.01, p=0.01), microalbuminuria (OR, 1.99; CI95%:
1.34-2.11, p=0.0005), retinopatia (OR, 3.02; CI95%: 1.87-3.89, p=0.005) y hemoglobina glucosilada
(OR, 1.34; CI95%: 1.02-1.76, p=0.001). Dentro de los polimorfismos analizados en la regresion
logistica, resultaron rs179975 CA (OR, 6.2; CI95%: 1.15-7.48, p=0.03), rs1888747 GA (OR, 6.6;
Cl95%: 4.60-8.45, p=0.002) y rs10868025 GC (OR, 4.1; CI95%: 2.40-5.60, p=0.002) con un nivel

de significancia de Wald de 4.51, 9.51 y 7.56 respectivamente.
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Desequilibrio de ligamiento (LD)
El grafico generado en Haploview (v4.2) para determinar el LD (D’) para los 3 SNPs e los 2 genes
estudiados, se presenta en la Figura 9. El cual indica que los SNPs rs179975, rs1888747 vy

rs10868025, parecen ser casi independientes entre si, (Cuadro 4).

7.DISCUSION

La enfermedad renal crénica (ERC) afecta aproximadamente al 15% de la poblacion y la
enfermedad renal diabética (ERD) o también llamada nefropatia diabética (ND) es la causa mas
comun de ERC a nivel mundial 1,2 Aproximadamente el 30 % de los pacientes con diabetes
mellitus tipo 1 (DM1) y el 40 % de los pacientes con diabetes mellitus tipo 2 (DM2) desarrollan
ERC.1 Debido a que los riesgos de mortalidad y morbilidad aumentan con la progresion de la ERC,
es imperativo priorizar la prevencion, reconocimiento y manejo de la ND en el entorno de atencién
primaria.3

Los riesgos de desarrollo y progresién de la ND dependen principalmente de la duracién de la
diabetes, el control de la glucemia y el control de la hipertension.7,8. Para la DM2,
aproximadamente el 30 % de los pacientes desarrollan microalbuminuria dentro de los 10 afios
posteriores al diagnéstico de diabetes, y aproximadamente el 5 % progresa a nefropatia manifiesta
cada afo.7

Una necesidad clinica es identificar biomarcadores novedosos que tengan el potencial de
diagnosticar y estratificar el riesgo de ERC en pacientes con diabetes antes que las técnicas
actuales. De hecho, se han propuesto biomarcadores individuales genéticos, denominados
polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) que podrian representar un marcador potencial no
invasivo para el diagndstico temprano de la ND 27.

De tal manera, los genes implicados en el sistema renina-angiotensina como el gen FRMD3, se
han sugerido como posibles predisposiciones genéticas para el desarrollo de la nefropatia
diabética. Publicaciones anteriores sugieren que la predisposicion genética juega un papel en el
desarrollo de la nefropatia diabética 30-33.

La enzima convertidora de angiotensina-1 (ECA) y el polimorfismo de insercién (l)/delecion (D)

como los polimorfismos del gen FRMD3, se han estudiado ampliamente con enfermedades renales
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35 y complicaciones cardiovasculares de la nefropatia diabética 36,37, principalmente en regiones
de Europa y Asia mas no en America Latina.

El objetivo de este estudio fue determinar la asociacidon de los polimorfismos de los genes de la
Enzima Convertidora de Angiotensina y FRMD3 con el riesgo de desarrollar nefropatia diabética en
pacientes con diabetes tipo 2, representando este el primer estudio de SNPs de estos dos genes
en América latina y por supuesto en poblaciéon mexicana.

Utilizamos un disefio de casos y controles basado en la poblacion en una muestra mexicana,
centrandonos en 3 SNPs, 2 del gen FRMD3 (rs1888747 y rs10868025) y 1 del gen de la ECA
(rs179975).

En nuestro estudio, la evaluacion de los polimorfismos antes mencionados de ambos genes,
presentaron una importante asociacion de susceptibilidad con la presencia de nefropatia diabética,
de los SNPs estudiados, se encontraron el alelo alelo A rs179975, el alelo Ars1888747 y el alelo G
rs10868025 con una fuerza de asociacion importante estadisticamente significativa y con
frecuencias del 80%, 88% y 73% respectivamente, siendo mas altas que las reportadas en
estudios de poblaciones asiaticas y europeas.

Al evaluar la frecuencia genotipica, se encontré asociacion estadisticamente significativa en cada
uno de los 3 polimorfismos, de esta manera los pacientes con los genotipos rs179975CA (OR 4.76;
Cl95%: 3.15-5.56, p=0.0004), rs1888747GA (OR 2.17; CI95%: 1.38-3.60, p=0.03) y rs10868025GC
(OR 2.66; Cl95%: 1.22-3.15, p=0.03), tuvieron mayor susceptibilidad con la presencia de nefropatia
diabética, con frecuencias de 85%, 90% y 90% respectivamente de los polimorfismos antes
mencionados, que comparando las frecuencias con los estudios previamente publicados en otras
regiones del mundo fuera de America, estas fueron mas altas que las reportadas.

Por ultimo, al realizar el analisis de haplotipos se encontraron 7, dentro de los cuales 4 de ellos
fueron estadisticamente significativos, 2 de estos fueron haplotipos de proteccion, CCGC y CCGG
y 2 de riesgo, CGAC y TCAC.

De esta manera, al realizar el modelo de regresion logistica multinomial, tomando en cuenta la
presencia de nefropatia diabética como variable dependiente, se encontraron dentro de las
variables clinicas con mayor significancia la edad del paciente, la hemoglobina glucosilada, la
microalbuminuria y la retinopatia diabética, que son las variables con mayor asociacion para el

desarrollo de otras complicaciones microvasculares en el paciente diabético como la nefropatia y
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que refuerza lo que ya es conocido en la literatura mundial”8, sin embargo resalta la presencia de
los tres polimorfismos estudiados con una importante fuerza de asociacion, rs179975 CA,
rs1888747 GAy rs10868025 GC, que de forma general estarian involucrados en la aparicién de la
nefropatia diabética y que probablemente actuarian como un factor genético independiente de
algun otro factor clinico o epidemiolégico que impulsaria el desarrollo de esta complicacion.

Estos SNPs ya se habian identificado en poblaciones de los continentes de Europa y Asia como
factores de riesgo asociados con la aparicion de la nefropatia diabética, sin embargo no se habia
realizado dichos estudio en poblacién Latina, por esta razén creemos que nuestros resultados,
marcaran la pauta para realizar estudios mas grandes y en diferentes poblaciones, buscando
encontrar una asociacion con la presencia de la nefropatia diabética y que podria contrastar con
los resultados de otras poblaciones no semejantes a la nuestra debido a las diferencias étnicas,

resaltando las distintas variantes genéticas en las multiples regiones geogréficas.

8.CONCLUSION

Nuestro estudio demostré la asociacion de variantes genéticas bien establecidas de los
polimorfismos de los genes de la ECA y FRMD3 con la presencia de nefropatia diabética,
mostrando que estos SNPs, especificamente rs179975 CA, rs1888747 GA y rs10868025 GC,
pueden representar marcadores genéticos importantes en el desarrollo de esta complicacion de la
enfermedad y pudieran ser un factor predisponente debido a la alta frecuencia y fuerza de
asociaciéon que se observaron en nuestra poblacién estudiada, representando este el primer
estudio en América Latina. Esto sugiere que existe una alta susceptibilidad de nuestra poblacion a
desarrollar nefropatia diabética, que a mediano o largo plazo podrian representar la causa de
muerte en este sector. Es importante reproducir este estudio en las diferentes areas geograficas
con el fin de poner de manifiesto las variaciones y la gran heterogeneidad étnica de los individuos,
ya que estos estudios de los SNPs asociados a nefropatia diabética a nivel mundial han cobrado
fuerza, por lo que creemos que de esta manera se podra contar con un grupo de polimorfismos
que se puedan utilizar en un futuro cercano como una herramienta pronostica en el control de esta

patologia.
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10. TABLAS

Cuadro 1. Distribucién de las Caracteristicas Clinicas en 400 sujetos atendidos en el

CMN 20 de Noviembre del ISSSTE de Abril a Diciembre de 2022.

Variables de Estudio

Edad (afos)

IMC kg/m?2

eTFG (ml/min)
Creatinina sérica (mg/dl)

Microalbuminuria
(mg en 24 hrs)

HbA1c (%)
Glucosa en ayuno
(mg/dl)

LDL (mg/dl)
HDL (mg/dl)

Triglicéridos (mg/dl)

Media Aritmética

54.49

24.57

92.25
1.04
136.11

6.2

101.85

74.88

46.95

98.24

Mediana

52

23..05

102.1
0.75
9.1

5.1

82

66

49

73

Valor
Minimo-Maximo
34 a83
17.36 a 40.67

6a125.9
0.23-8.3
2.6 a 8000

4.0a14.6

47 a 410

20 a 168

14 a 91

43 a 406

IMC: indice de masa corporal. eTFG: Estimado de la tasa de filtrado glomerular. HbA1C:

Hemoglobina glucosilada. LDL: Colesterol de baja densidad. HDL: Colesterol de alta densidad.
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Cuadro 2. Distribuciéon de las Caracteristicas Clinicas en 400 sujetos atendidos en el CMN

20 de Noviembre del ISSSTE de Abril a Diciembre de 2022.

Variables de
Estudio

Edad (aios)

Tiempo de
evolucion de la
DT2 (afios)

IMC kg/m?

eTFG (ml/min)

Creatinina sérica
(mg/dl)

Microalbuminuria

(mg en 24 hrs)

HbA1c (%)

Caso sin ND
(n=100)

Media
Aritmética
(Min-Max)

Mediana

64.03
(40 - 83)

64

11.95
(1 -40)

10

27.05

(17.36 - 40.67)

26.73

95.21
(63 - 124)

96.85

0.71
(0.23 - 1.12)

0.71

10.96
(2.6 - 27)

9.65

7.54
(5.3 - 14.6)

6.95

Caso con ND
(n=100)

Media
Aritmética
(Min-Max)

Mediana

65.72
(44 - 82)

67

15.14
(1-32)

15

26.87

(18.37 - 38.28)

25.95

50.86
6-112)

45

2.12
(0.39 - 8.3)

1.32

496.38
(5.2-8000)

119.5

7.88
(4.5 - 14.5)

7.4

Control
(n=200)

Media
Aritmética
(Min-Max)

Mediana

44.82
(34 - 59)

44

N/A

22.35
(19.9 - 23.9)

22.40

110.12
(74.6-125.9

112.75

0.70
(0.4 - 0,9)

0.70

7.85
(3-16.7)

7.65

4.79
(4-5.2)

4.9

Prueba Estadistica

Nivel de
Significancia

T-Student= 1.45
P=0.09

T-Student= -1.41
P =0.09

T-Student=6.21
P =0.07

T-Student= 2.55
P=0.03

T-Student= 2.91
P=0.02

T-Student= 2.67
P=0.03

T-Student=1.67
P =0.05
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128.84 127.2 77.34

(47 - 279) (58 - 410) (64 - 88) T-Student= 2.11
Glucosa en ayuno P =0.05
93.89 84.17 61.73
(38-168) (20 - 166) (50 - 78) T-Student=-4.2
LDL (mg/dl) P =0.08
89 83 62.5
44.82 39.05 51.61
(16.5-75) (14 - 91) (42 - 60) T-Student=-0.28
HDL (mg/dl) P =0.77
46 385 515
130.08 139.82 64.1
(50 - 320) (60 - 406) (43 -81) T-Student=-1.71
Triglicéridos (mg/ P =0.08
di) 127 126.5 64.5

n: Numero de pacientes. IMC: indice de masa corporal. eTFG: Estimado de la tasa de filtrado glomerular.
HbA1C:Hemoglobina glucosilada. LDL: Colesterol de baja densidad. HDL: Colesterol de alta densidad. Min:
Valor minimo. Max: Valor maximo. N/A: No aplica. Nivel de significancia en p < 0.05.

Cuadro 3. Distribucion de las Caracteristicas Clinicas en 400 sujetos, segun grupo de estudio,
atendidos en el CMN 20 de Noviembre del ISSSTE de Abril a Diciembre de 2022.

Variables de Poblacion Caso sin ND Caso con ND Control Prueba Estadistica
Estudio 400 100 100 200 Nivel de
n (%) n (%) n (%) n (%) Significancia
Sexo
- Masculino 199 (49.75%) 42 (42%) . . X2=1.72
Femenino 201 (50.25%) 58 (58%) o ﬁggoﬁ; 19028(?5%2) P=018
HAS
si 77 (77%) X2 = 13.62
163 (81.5%) 86 (86%) N/A -
No 37 (185%) 23 (23%) 14 (14%) P =001
Tabaquismo
ﬁ'o 100 (25%) 36 (36%) 42 (42%) 22 (11 %) f :01%07 18
300 (75%) 64 (64%) 58 (58%) 178 (89 %) :
Alcoholismo
ﬁ'o 100 (25%) 30 (30%) 40 (40%) 30 (15 %) X :01%0718
300 (75%) 70 (70%) 60 (60%) 170 (85 %) :
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Retinopatia

A 67 (33.5%) 6 (6%) 61 (61%) N/A N9l
133 (66.5%) 94 (94%) 39 (39%) :
Neuropatia
A 41 (20.5%) 11 (11%) 30 (30%) N/A ey
159 (79.5%) 89 (89%) 70 (70%) :

n: Numero de pacientes. HAS: Hipertension arterial sistémica. N/A: No aplica. Valor de p con chi cuadrada de
Pearson, nivel de significancia en p < 0.05.

Cuadro 4. Fenotipo y reporte de la histopatologia renal en pacientes con nefropatia
diabética, atendidos en el CMN 20 de Noviembre del ISSSTE de Abril a Diciembre de 2022.

Nefropatia diabética

Fenotipo / Biopsia renal 100
Y Y n (%)
* Fenotipo 1 38 (38%)
* Fenotipo 2 25 (25%)
¢ Fenotipo 3 31 (31%)
* Fenotipo 4 6 (6%)

Biopsia renal

e Clase | 7 (7%)

e Clase Il 26 (26%)
e Clase lll 47 (47%)
* Clase IV 20 (20%)

n: Numero de pacientes. Fenotipo 1: Clasico. Fenotipo 2: Regresion de la albuminuria. Fenotipo 3:
Disminucion rapida de la tasa de filtrado glomerular. Fenotipo 4: No albuminurico. Clase |: Engrosamiento de
MBG aislada. Clase II: Expansion mesangial (> 25% del mesangio). Clase lll: Glomeruloesclerosis nodular
(N6dulos de Kimmelstiel-Wilson) (esclerosis < 50% de los glomérulos). Clase IV: Glomeruloesclerosis > 50%
de los glomérulos analizados.

Cuadro 5. Informacion de los SNPs estudiados*

Gen SNP Cromosoma Posicion en Alelos Ubicacion
el gen reportados
ECA rs179975 6 16360092 A>C/A>G/ Intrén
A>T
FRMD3 rs1888747 9 83540636 A>G 5 UTR
rs10868025 9 83549261 G>C 5 UTR
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*Informacién tomada de la base de datos dbSNP encontrada en el NCBI https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/.

Cuadro 6. Frecuencia alélica de los polimorfismos de los genes de la ECA y FRMD3.

Casos con Casos sin Controles

Gen Alelos ND (%) ND (%) (%) P OR (95%CI) *
ECA rs179975A 80 18 2 0.003 2.3(1.45-3.2)
rs179975C 20 82 98 0.03 0.82 (0.76-0.87)
FRMD3  rs1888747A 88 11 1 0.0005 1.54 (1.13-2.30)
rs1888747G 12 89 99 0.0005 0.65 (0.43-0.97)
FRMD3  rs10868025G 73 25 2 0.0009 1.87 (1.29-2.33)
rs10868025C 27 75 98 0.0009 0.78 (0.59-0.91)

* Odds ratio (95% Intervalo de confianza). Caracteres en negritas y cursivas indican asociacion. Caracteres en negritas

indican tendencia de asociacion. Valor de p con chi cuadrada de Pearson, nivel de significancia en p < 0.05.

Cuadro 7. Frecuencia genotipica de los polimorfismos de los genes de los genes de la
ECA y FRMD3.

Gen Genotipos caNS[‘)’?‘;z;’" C;s[)°(s%s)i" Co?‘tyl‘;())les p OR (95%Cl) *
ECA rs179975AA 12 20 60 0-“’100 0.04 (0.02-0.6)
rs179975CA 85 40 5 0-300 4.76 (3.15-5.56)
rs179975CC 3 40 35 072  1.87(0.12-3.18)
FRMD3  rs1888747AA 5 10 90 0.003  0.35 (0.18-0.64)
rs1888747GA 90 35 3 0.03  2.17 (1.38-3.60)
rs1888747GG 5 55 7 089  4.07 (0.45-5.10)
FRMD3  rs10868025GG 5 6 95 0.04 0.64 (0.31-0.85)
rs10868025GC 90 39 3 0.03  2.66 (1.22-3.15)
rs10868025CC 5 55 2 033  0.09(0.4-3.21)

* Odds ratio (95% Intervalo de confianza). Caracteres en negritas y cursivas indican asociacion. Caracteres en negritas

indican tendencia de asociacion. Valor de p con chi cuadrada de Pearson, nivel de significancia en p < 0.05.
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Cuadro 8. Frecuencia de haplotipos de los polimorfismos de los genes de los genes de la
ECA y FRMD3.

Gen Haplotipos Casos (%) Controles (%) ¢] OR (95%CI) *

ECA CCGC 36.40 51.50 0.002 0.54 (0.36-0.80)
CCGG 30.00 42.00 0.012 0.59 (0.39-0.89)
CGAC 15.20 2.90 0.05 5.87 (2.38-14.5)

FRMD3 CCAG 4.10 410 0.73 1.36 (0.46-3.99)
CGGC 4.70 4.70 0.73 6.82 (0.86-7.40)
TCAC 3.90 0.01 0.013  17.31(2.08-19.4)
CCAC 3.00 3.00 0.40 11.28 (0.02-58.51)

* Odds ratio (95% Intervalo de confianza). Caracteres en negritas y cursivas indican asociacion.
Caracteres en negritas y subrayado indican proteccion. Valor de p con chi cuadrada de Pearson,
nivel de significancia en p < 0.05.

Cuadro 9. Resultados obtenidos en la regresién logistica multinomial.

Error 95% C.I. para OR

Variable estandar Wald p OR Inferior  Superior
Edad 0.02 2.65 0.01 1.97 1.53 2.01
Microalbuminuria 0.01 12.04 0.0005 1.99 1.34 211
Retinopatia 0.01 7.75 0.005 3.02 1.87 3.89
HbA1c 0.14 4.43 0.001 1.34 1.02 1.76
rs179975CA 0.86 4.51 0.03 6.20 1.15 7.48
rs1888747GA 1.36 9.51 0.002 6.60 4.60 8.45
rs10868025GC 0.85 7.56 0.002 4.1 24 5.6

La variable dependiente para este analisis fue nefropatia diabética. Variables independientes utilizadas para el analisis:
Edad del Paciente (afios), Género (mujer, hombre), IMC (kg/m2), Hipertension (presente, ausente), Hemoglobina
Glicosilada (%), Glucosa en ayunas (mg/dL), Tabaquismo (presente, ausente), Alcoholismo (presente, ausente), LDL (mg/
dL), HDL (mg/dL), TAG (mg/dL), Microalbuminuria (mg en 24 hrs), eTFG (ml/min), Creatinian sérica (mg/dl), Retinopatia
(presente, ausente), Neuropatia (presente, ausente), rs179975, rs1888747 y rs10868025.
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Figura 1. Desequilibrio de ligamiento (LD) entre los SNPs de la ECA y FRMD3, genotipificados en
la nefropatia diabética. La grafica de LD fue creada por HAPLOVIEW 4.2.
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