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RESUMEN

ANTECEDENTES. En las ultimas décadas, la diabetes mellitus tipo 2 (DM-2), ha tenido
un alarmante incremento en su incidencia y prevalencia en todo el mundo y en México,
especialmente en la poblacion México-americana. La predisposicion genética para dano
renal en el paciente con DM-2 parece ser el resultado del efecto final acumulativo de
multiples factores genéticos y ambientales. Los componentes del sistema renina-
angiotensina (SRA) y los polimorfismos en sus genes son un area de intensa
investigacion de asociacion para la enfermedad renal.

OBJETIVO. Determinar si existe asociacion entre la presencia del genotipo D/D del gen
de la enzima conversora de angiotensina (ECA), su concentracién sérica y el desarrollo
de nefropatia diabética en pacientes con DM-2 en una poblacion Mexicana.

MATERIALES Y METODOS. Se realizé un estudio transversal, de casos y controles. Se
incluyeron 240 sujetos mayores de 30 afos, de ambos sexos, con DM-2, que
constituyeron el grupo de estudio, y 230 sujetos sanos tomados de tres estudios previos
de la misma linea de investigacion del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) sin
DM-2, que fue el grupo control. Se midi6 en suero glucosa, creatinina, colesterol,
triglicéridos, c-LDL, c-HDL y ECA. Se calculo la tasa de filtracion glomerular (TFG). Se
realizod la genotipificacién del polimorfismo I/D del gen de la ECA.

RESULTADOS. La poblacién estudiada fue homogénea en sexo y edad. El genotipo D/D
se asocio como factor de riesgo para el desarrollo de nefropatia diabética en los pacientes
con TFG = 90 mL/min/1.73 m? y frecuencia alélica D de 0.611; y también para el grupo de
pacientes con TFG de 60-89 mL/min/1.73 m?y frecuencia alélica D de 0.559 (> = 7.60 y
= 9.88, p < 0.01 respectivamente). El andlisis univariado y multivariado
consistentemente asocio a la edad del sujeto, afos de diagnéstico de la DM-2, obesidad y
dislipidemia como factores de riesgo independientes para dafo renal. La poblacion con el
genotipo D/D, tuvo concentraciones séricas mayores de la ECA (640 £ 198 vs 520 + 113
enell/Dy474 + 161 ng/mlen el l/l; p < 0.05).

CONCLUSIONES. Hubo una tendencia predominante del genotipo D/D del gen de la ECA
y una asociacion directa de las variables clinicas y bioquimicas con el desarrollo de dafio

renal en sujetos con DM-2, en poblacién Mexicana.



ABSTRACT

BACKGROUND. In the last decades, the type 2 diabetes (DM-2) has had an alarming
increment in its incidence and prevalence in the worldwide and in Mexico, especially in the
Mexican-American population. The genetic predisposition for kidney damage in the patient
with DM-2 is the final result of the accumulative effect of multiple genetic and
environmental factors. The renin-angiotensin system (RAS) components and its genes
polymorphism represent an area of intense research for the kidney disease.

OBJECTIVE. Determine if there is an association between the D/D genotype of the
angiotensin-converting enzyme (ACE) gene, the serum concentration of the enzyme and
the development of diabetic nephropathy in patients with DM-2 in a Mexican population.
MATERIALS AND METHODS. A cross-sectional, case-control study was carried out.
240 patients were recruited, both sexes, with age > 30 years old with DM-2 who
represented the study group and 230 healthy subjects, both sexes, who were taken from
three prior studies that were made in the Investigation Unit from the Mexican Institute of
Social Security (IMSS) Mexico, without DM-2 called control group. Glucose, creatinine,
cholesterol, triglycerides, c-LDL, c-HDL and ACE were measured in serum. The
glomerular filtration rate (GFR) was calculated. The ACE gene polymorphism was
determined.

RESULTS. The study group was homogenous by sex and age. The D/D genotype was a
risk factor for the development of diabetic nephropathy in the patients with GFR = 90
mL/min/1.73 m? and an allelic frequency of 0.611; and in patients with GFR 60-89
mL/min/1.73 m? and an allelic frequency of 0.559, (y*= 7.60 y y*= 9.88, p < 0.01
respectively). Consistently the univariated and multivariated assay associated the subject
age, years of DM-2 diagnosis, obesity and dyslipidemia like independent risk factors for
kidney damage. The D/D genotype population had the highest serum ACE concentrations
(640 £ 198 vs 520 £ 113 in I/Dy 474 £ 161 ng/ml in I/l, p < 0.05).

CONCLUSIONS. There was a predominant tendency of the D/D genotype of the ACE
gene and a direct association of the clinical and biochemical variables with the

development of kidney damage in subjects with DM-2.



INTRODUCCION

La diabetes mellitus tipo 2 (DM-2), es un padecimiento cronico, hereditario, de
etiologia multiple (1). Es una enfermedad poligénica, compleja (2-6) en la que los
factores ambientales y nutricionales juegan un papel fundamental para el
desarrollo de esta patologia. Su incidencia y prevalencia han aumentado tanto en
México (7) como a nivel mundial (4, 8, 9, 10, 11). En nuestro pais, constituye un
problema de Salud Publica ya que ocupa el primer lugar como causa de muerte
entre las enfermedades cronico-degenerativas (12, 13). Existen poblaciones en las
que se ha observado un incremento alarmante en su presentacion como lo son los
Hispano-americanos (especialmente México-americanos), Afro-americanos,
Amerindios, nativos de Alaska y de las islas Polinesias (8). Entre los indios Pima
de Arizona (14), quienes viven en reservas protegidas por el gobierno
estadounidense, que ingieren dietas altas en carbohidratos, llevan una vida
sedentaria y presentan gran tendencia a la obesidad, cerca del 50% de la
poblacion adulta, presenta DM-2. En contraste, los indigenas de las zonas
montafosas del norte de la Republica Mexicana que corresponden a los
Amerindios pero radicados del Rio Bravo hacia abajo, que llevan a cabo una
actividad fisica intensa, ingieren dietas bajas en calorias y presentan un indice de
masa corporal (IMC) normal, tienen una prevalencia de DM-2 similar a la que se
observa en el resto de los mexicanos, que es de 8.2% (12). Kumate y cols. en
México, reporta una prevalencia entre 6.5 y 14% enfatizando que actualmente se
observan casos de DM-2 en personas cada vez mas jovenes (7). El riesgo general
de presentarla a nivel mundial es de 5 — 10% antes de los 65 afos (1). Aun
cuando se tengan datos de la prevalencia, cabe hacer notar que existe un numero
igual de pacientes no diagnosticados. En cuanto a su incidencia, en México, se

presentan 180 nuevos casos por 100,000 habitantes por ano (4, 9).

Una de las complicaciones microangiopaticas a largo plazo que deteriora la
calidad de vida del paciente diabético, es la presentacién de nefropatia que lo

conduce al desarrollo de insuficiencia renal (15). La DM-2, es la causa mas comun



de enfermedad renal en etapa terminal (ERET) a nivel mundial (15). Lo anterior se
debe a los siguientes hechos: 1) un aumento en su prevalencia e incidencia; 2) la
esperanza de vida es mayor; 3) cambios en el estilo de vida (sedentarismo e

ingesta de dietas inadecuadas) (15).

En México, la insuficiencia renal se presenta aproximadamente en el 40% de los
casos de DM-2 (8). En funcién del trasfondo étnico, se encuentran los indices mas
altos (60%) en los indios Pima de Arizona (8) y los mas bajos (15%) en la
poblacién caucasica (3, 11, 16, 17). La prevalencia de tasas de enfermedad renal
cronica y la necesidad de terapia de reemplazo renal (didlisis peritoneal 90%,
hemodialisis 7% y/o transplante renal 3%) en la Republica Mexicana, parece ser
similar o mayor que la encontrada en los paises industrializados (18), con los
concernientes riesgos y costos para el individuo y el pais, ya que esto ocurre en
plena madurez y conlleva al sujeto a dejar de ser productivo convirtiéndose en una
carga familiar, ademas de que, desafortunadamente, la insuficiencia renal terminal
y la ateroesclerosis lo llevan a la muerte prematura (19). El promedio de edad al
morir de un paciente con DM-2 en México, es de 59 afos, mientras que para la

poblacién general es de 75 anos (20).

Las estimaciones econdmicas en todo el mundo indican que el costo para la salud
de una persona con diabetes, es 2.5 veces mayor que para una persona sin ésta;
este costo se incrementa con la presencia de complicaciones. En EUA, para 1995
el costo del tratamiento de un paciente con diabetes durante un periodo de tres
afos, se estimdé en 10,500 dolares; mientras que para un sujeto con diabetes y
con enfermedad coronaria e hipertensién arterial, se increment6 a 44,500 ddlares
(21). Los costos anuales en el pais se estiman en 15 millones de ddlares para el
control metabdlico, 85 millones de ddlares en servicios de salud y 330 millones de
dolares por costos indirectos (20). Este mismo afio, otra estimacidn sobre el costo
fijo de atencion ambulatoria de la diabetes mellitus determiné que el costo anual

promedio por paciente era de 708 dolares, lo que corresponde a un costo anual



total de 2,618 millones de ddlares. Esto representd el 15.48% del gasto en salud
(21).

Una de las herramientas importantes que sostiene la revolucion en Genética
Médica, es la capacidad de visualizar diferentes secuencias directamente en el
ADN. Cuando son estudiadas en el contexto de una poblacién, estas diferencias
en las secuencias del ADN, son llamadas polimorfismos, es decir, la existencia
simultanea de distintos alelos en una poblacién para un locus determinado; éstos
pueden ocurrir en regiones codificantes (exones) o en regiones no codificantes
(intrones) de los genes. Por convencion, se dice que un locus es polimorfico

cuando la variabilidad afecta a mas del 1% de la poblacion (3, 22, 23).

La habilidad de detectar polimorfismos, ha hecho posible el estudio de sujetos con
enfermedades cronicas comunes en los cuales los patrones de la herencia son
complejos, tales como Ila diabetes mellitus, ateroesclerosis, obesidad e
hipertension arterial sistémica (4, 23, 24). En la DM-2 esta implicado mas de un

gen (caracter poligénico de la enfermedad) (8).

En los ultimos afios, se han venido estudiando una serie de polimorfismos para
tratar de elucidar, al menos en parte, la naturaleza hereditaria de este trastorno
metabdlico, que incluyen a estos polimorfismos como factores de riesgo para el

desarrollo de la enfermedad o de alguna de sus complicaciones.

El sistema renina angiotensina (SRA) juega un papel importante en la
fisiopatologia de la enfermedad renal en la DM-2, es por ello que se estudian
varios polimorfismos de algunos de los componentes de este sistema que son de
gran interés, como lo es el polimorfismo insercién/deleciéon (/D) del gen de la
enzima convertidora de angiotensina (ECA). La presencia (insercién) o ausencia
(delecion) de elementos de repeticiéon Alu de 287 pares de bases (pb) en el intron
16 que caracteriza su region polimorfica, determina el genotipo. La insercion (I)

equivalente a 490 pb, y la delecion (D) de 190 pb son utilizadas para caracterizar



el polimorfismo insercién/delecion (I/D), insercion/insercidn (I/l), delecion/delecion
(D/D) mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). El alelo D/D sirve
como marcador de riesgo para el desarrollo y progresién de nefropatia diabética y
se acompafa de concentraciones mayores de ECA plasmatica, o que puede
proporcionar la base para una relacién entre la actividad constitutiva del sistema y
el desarrollo de dafio vascular renal en algunos sujetos, y explica el 47% de la
varianza fenotipica de las cifras de ECA (25-27). Los individuos homocigotos para
el alelo de delecidn (D/D) poseen concentraciones mas altas de ECA plasmaticas
y riesgo aumentado de nefropatia diabética, cardiopatia isquémica, hipertrofia de

ventriculo izquierdo, hiperglucemia, muerte repentina y/o prematura (28).

Estudios previos (25, 29), demuestran la asociacion entre el alelo D (D/D) del gen
de la ECA y concentraciones en sangre mayores a las normales de la enzima, lo
que incrementa el riesgo de desarrollar nefropatia en estos pacientes. Asi mismo,
se han realizado ensayos en varios paises como Francia (30-34); Japén (35-37);
China (38, 39); India (40); Turquia (41, 42); Estados Unidos (14, 43,); Brasil (44);
Italia (45); Hong Kong (46); Espana (47); México (48) entre otros, cuyos resultados
han sido controversiales ya que algunos autores reportan que si existe tal
asociacion, como lo es entre los franceses, japoneses e hindues, mientras que
para los turcos existe asociacion con la DM-2, pero no con la progresion a
nefropatia diabética y entre los brasilefios, no se ha demostrado ningun tipo de

asociacion.



ANTECEDENTES

Diabetes mellitus tipo 2 (DM-2)

a) Definicion

La diabetes mellitus tipo 2 (DM-2), es un padecimiento cronico, hereditario, de
etiologia multiple, conocido desde la antiguedad (6,000 a 3,000 a. C.) en las
culturas de China, India y Japoén. En los ultimos 40 afos se han propuesto
diferentes definiciones quedando aceptada en el ambito mundial, en 1979, la del
Grupo Nacional de Datos de Diabetes (NDDG, National Diabetes Data Group) de
los Institutos Nacionales de Salud de Estados Unidos que establece que la
diabetes es un grupo de alteraciones genéticamente heterogéneas que comparten

en comun la intolerancia a la glucosa (1).

La Norma Oficial Mexicana (12) a la letra dice: la diabetes mellitus, comprende a
un grupo heterogéneo de enfermedades sistémicas, cronicas, de causa
desconocida, con grados variables de predisposicion hereditaria y participacion de
diversos factores ambientales que afectan al metabolismo intermedio de
carbohidratos, proteinas y grasas que se asocian fisiopatolégicamente con una
deficiencia en la cantidad, cronologia de secrecion y/o en la accion de la insulina.
Estos defectos traen como consecuencia una elevacion anormal de la glucemia
después de cargas estandar de glucosa e incluso en ayunas, conforme existe

mayor descompensacion de la secrecion de insulina.

b) Factores de riesgo

En la génesis de la DM-2 ademas de los aspectos hereditarios, influyen en forma
importante los factores ambientales y el estilo de vida en el que se desarrolla el
individuo susceptible, debido a una menor actividad fisica (sedentarismo), una

sobrealimentacion con dietas inadecuadas ricas en carbohidratos, que conducen a



la hipertrofia e hiperplasia de los adipocitos con mayor proporcion de obesidad
visceral abdominal, intolerancia a la glucosa, resistencia a la insulina, dislipidemias
e hipertensién arterial sistémica, todos éstos, componentes del sindrome
metabdlico (49); edad (> de 50 afios), historia familiar de diabetes, las mujeres con
diabetes gestacional y/o el antecedente de productos macrosémicos (peso al
nacimiento = 4 kg) (50), prematurez (18, 51-53), ingesta elevada de sal (54, 55)
tabaquismo, alcoholismo, estrés, factores hormonales, abuso de algunos
medicamentos por ejemplo glucocorticoides y el trasfondo étnico de la poblacion
estudiada, todos estos considerados como factores de riesgo (1, 2, 8, 9, 11) para
la presentacion de DM-2. Por todo lo anterior, a la DM-2 se le considera una

enfermedad multifactorial.

Los mexicanos somos el producto del mestizaje de etnias indigena 34.1 + 1.9%,
caucasica 67.2 + 2.1% y negra 3.2 £+ 1.5% (56); la raza indigena y la negra
exhiben una mayor tendencia al desarrollo de DM-2 lo que, aunado a los factores
de riesgo antes mencionados, son los responsables del incremento en el numero

de casos de DM-2 que se presentan sobretodo en la poblacién México-americana.

c) Complicaciones

Este trastorno metabdlico resulta de una combinacion de deficiencia y/o
resistencia a la insulina que conduce a una variedad de complicaciones agudas y
cronicas. Las complicaciones agudas incluyen hiperglucemia sintomatica que
puede desarrollar coma hiperosmolar no cetdsico, hipoglucemia que puede
evolucionar a coma hipoglucémico y en raras ocasiones, cetoacidosis diabética.
Actualmente, debido a los avances tecnoldgicos de las unidades de terapia
intermedia e intensiva, éstas se manejan en los hospitales con buenos resultados.
Las complicaciones crénicas ocurren usualmente 10 6 15 afios después del inicio
de la enfermedad y abarcan repercusiones microangiopaticas en las que existe un
dafio en la célula endotelial (57, 58) que conduce a la aparicién de nefropatia,

retinopatia, neuropatia; macroangiopaticas en la que la ateroesclerosis es la



responsable de un evento vascular cerebral y/o infarto del miocardio, asi como la
enfermedad vascular periférica que puede conducirlo a amputaciones (3, 5, 59,
60). Estas complicaciones crénicas, son las responsables de la mala calidad de
vida, causando la muerte de estos pacientes de manera prematura.
Afortunadamente puede evitarse su progresion si se lleva a cabo un estricto

control de la glucemia.

NEFROPATIA DIABETICA

La nefropatia diabética es una enfermedad glomerular que explica la mayor
reduccion de la expectativa de vida de los pacientes diabéticos (61); es una de las
complicaciones a largo plazo que conduce a la insuficiencia renal en etapa
terminal (IRET) y, el numero de pacientes con diagndéstico de nefropatia diabética
continuara en aumento hasta que sean instituidas medidas preventivas

apropiadas.

La proporcidn de pacientes con IRET causada por la diabetes, se ha incrementado
progresivamente durante las ultimas décadas y la nefropatia diabética es ahora la
causa mas comun de IRET en el mundo occidental. Por ese motivo, existen varios
métodos de deteccion temprana de enfermedad renal. La determinacion de la
concentracion de albumina urinaria en la primera muestra de orina de la mafana
por una prueba semicuantitativa (Micral), es el procedimiento de monitoreo mas
facil y mas efectivo en costo para identificar sujetos con microalbuminuria en una
poblacion de diabéticos tipo 2 (62). La prueba que mas ampliamente se utiliza en
la clinica, es la depuracion de creatinina en orina de 24 h. La tasa de excrecion de
albumina es un claro marcador disponible en la prediccion del riesgo de nefropatia
diabética y debe realizarse en el momento en que se hace el diagndstico de DM-2,
debido a la dificultad en precisar el dato de inicio de la enfermedad. Asi mismo, se
puede realizar el célculo de la tasa de filtracion glomerular (TFG) por el método de

Cockcrof-Gault (63) mediante la siguiente férmula:



Formula de Cockceroft-Gault:

140-edad (afios) x peso (kg)

72 x creatinina sérica (mg/dL)

En mujeres, el resultado se multiplica por 0.85.

El valor normal de la TFG es de 100-120 ml/min/1.73m?. En el paciente diabético,
podemos encontrar en un inicio, un incremento en la TFG debida a la
hiperfiltracibn compensadora de las nefronas sanas; sin embargo, conforme
avanza la enfermedad, la TFG va descendiendo paulatinamente hasta exibir
valores < de 15 ml/min/1.73m? presentando el paciente insuficiencia renal en

etapa terminal, por lo que debe someterse a terapia de reemplazo renal (18).

Sin embargo, se necesitan implementar nuevos marcadores de riesgo de esta
complicacion ya sea con el uso de los meéetodos existentes, o el desarrollo de
nuevas tecnologias, como: 1) identificacion de genes asociados con incremento o
disminucién de riesgo de nefropatia diabética; 2) medicién de sustancias en
sangre y orina de productos finales de glucosilacion avanzada de proteinas o de
factores de crecimiento; 3) medicidon de la funcidn tubular renal; 4) aspiracién con
aguja fina para una muestra de tejido renal que permita detectar cambios
estructurales o bioquimicos asociados con el riesgo de nefropatia, y 5) desarrollo y
aplicacion de nuevas técnicas de imagenologia como herramientas para detectar

cambios renales incipientes en los pacientes diabéticos (10).

El desarrollo de nefropatia diabética depende principalmente de la duracion de la
enfermedad, falta de control de la glucemia y factores genéticos. Sin embargo,
existe una gran variabilidad en la susceptibilidad para el desarrollo y progresion de
la nefropatia diabética. Algunos pacientes desarrollan insuficiencia renal después
de 15 6 mas anos del inicio de la DM-2, (8, 17, 30), mientras que otros enfermos

no presentan estas complicaciones a pesar de tener varias décadas con el



trastorno metabdlico (11). El hecho de que algunos pacientes con DM-2 estén
protegidos contra la nefropatia diabética, proporciond un indicio para buscar
factores no glucémicos que modulan el riesgo de complicaciones renales; tales
factores pueden ser genéticamente transmitidos. Los antecedentes étnicos en el
riesgo de la pérdida progresiva de la funcion renal, sustentan el papel de los
factores genéticos. El agrupamiento familiar de padecimientos renales que lleven
al paciente a insuficiencia renal, proporcioné una pista adicional resaltando la

importancia de los factores hereditarios (55).

a) Curso clinico de la nefropatia diabética

Al comienzo, los rifiones aumentan de tamafo y muestran una hiperfiltracion
compensatoria que puede ser hasta de un 40% superior a la normal. En la etapa
siguiente se manifiesta una microproteinuria con eliminaciéon de albumina de 30-
300 mg/dia (12). Cifras mayores constituyen una macroproteinuria la cual una vez
iniciada, se acompana de descenso constante de la funcion renal y de la tasa de
filtracion glomerular. En general, la hiperazoemia se inicia 12 afios después del
diagndstico de DM-2. En ocasiones puede presentarse sindrome nefrético
caracterizado por proteinuria >3.0 g/24 h, hipoalbuminemia, edema, hiperlipidemia,
lipiduria e hipercoagulabilidad siendo el componente esencial la proteinuria debida
a la permeabilidad anomala de la barrera de filtracion glomerular (2). La
enfermedad se acelera en caso de hipertension arterial sistémica (2, 3), por lo que
la terapia antihipertensiva es benéfica ya que reduce la pérdida de la tasa de
filtracion glomerular y la micro o macroalbuminuria con reduccién efectiva de la
presion arterial. El bloqueo dual tanto con antagonistas del receptor 1 de
angiotensina (ARA1), como con los inhibidores de la ECA (IECAs) pueden
proporcionar nefroproteccion ya que entre otras acciones, disminuyen Ila
produccion renal del factor transformante del crecimiento B (TGF-B) (11). La
restriccion de las proteinas de la dieta (0.6 g/kg/dia), mejora la sobrevida y retrasa

la progresiéon de la enfermedad renal (64).



b) Anatomopatologia

Las primeras anomalias morfolégicas consisten en un engrosamiento de la
membrana basal glomerular (MBG) y una expansién del mesangio que es la zona
del corpusculo renal desde donde parten las asas de capilares, contiene las
células mesangiales incluidas en la matriz mesangial que ellas mismas sintetizan.
Estas células mesangiales son de morfologia irregular con prolongaciones
citoplasmicas que se extienden entre los capilares, su citoplasma es rico en
filamentos de actina y miosina por lo que tienen la capacidad de contraerse ante la
estimulacion de angiotensina Il (Ang Il) y son muy fagociticas (65). La expansion

del mesangio se debe a la acumulacion de la matriz extracelular (2).

En la biopsia renal encontramos una glomeruloesclerosis eosindfila difusa y zonas
de expansion nodular de la matriz (glomeruloesclerosis nodular), la clasica lesion
de Kimmelsteil-Wilson (66).

c) Clasificacion clinica de la nefropatia diabética

La clasificacion clinica mas utilizada es la de Mogensen (66) que la divide en cinco
etapas: Etapa |, en la que se demuestra aumento de excrecion de albumina basal
y post-ejercicio con hiperfiltracion. Con un tratamiento optimizado de la diabetes,
se puede revertir. Etapa Il, aparecen lesiones histopatolégicas minimas, persiste el
aumento del filtrado glomerular, la microalbuminuria se eleva en forma
intermitente. Etapa Il (nefropatia incipiente), se acentuan las lesiones vy
alteraciones funcionales y se puede demostrar un aumento incipiente de la presion
arterial. Etapa IV (nefropatia clinica), con macroproteinuria, puede presentarse a
veces, sindrome nefrético, hipertension arterial, retinopatia diabética y grados
variables de insuficiencia renal. Etapa V (nefropatia avanzada), donde desarrollan

el cuadro clinico del sindrome urémico.
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c) Patogenia

Dentro de la patogénesis de la enfermedad, se ha enfatizado el papel que juega el
‘cuarteto disarmonico” en el que participan las células B del pancreas,
disminuyendo la produccién de insulina; el adipocito, incrementando la lipdlisis (lo
que produce lipotoxicidad de la que son responsables los acidos grasos libres y
los triglicéridos); el higado, que aumenta la produccion de glucosa y el musculo,
que disminuye su captura; lo anterior, aunado a la resistencia a la insulina
conduce a la hiperglucemia (5, 6) la cual es la responsable del dafo en la célula
endotelial produciendo una aumento en la secrecion de endotelina-1 y disminucion
en la sintesis del 6xido nitrico (2). El dafo se perpetua ademas por un incremento
de la actividad de la proteina cinasa-C, la acumulacion de sorbitol y la formacion y
depdsito de productos de glucosilacién no enzimatica de las proteinas (6, 8, 9, 67,
68, 69). Dichos productos estimulan la sintesis de factores de crecimiento que
incluyen el TGF-B, el factor de crecimiento del tejido conectivo (CTGF), el factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento vascular
endotelial (VEGF), el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y el factor de
crecimiento similar a insulina (IGF-1). El TGF- (68, 70-75) es de especial interés
por su papel en la patogénesis de la nefropatia diabética (Figura 1). Los niveles
altos de glucosa inducen un incremento de la permeabilidad glomerular, aumento
de la presion intraglomerular e infiltracion de monocitos/macréfagos en los
glomérulos (6, 8, 9, 11, 59, 60, 64, 66). Asi mismo, se encuentra implicado el SRA
(4), que conduce a hipertension sistémica e intraglomerular, proteinuria e invasion
de macréfagos que perpetuan la destruccion del tejido renal, el cual se intenta
reparar con fibrosis. Todo lo anterior, es desencadenado por las acciones de la
Angiotensina Il (Ang Il), efector molecular de este sistema que interactua con el
TGF-B produciéndose la fibrosis tisular progresiva y finalmente la falla organica
cuyos efectos conducen al paciente de manera inevitable al desarrollo de

insuficiencia renal (67, 68) (Figura 1).
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Figura 1. Papel de la angiotensina Il en la patogénesis de la nefropatia diabética
(Gilbert et al., 2003, modificada).

Se han realizado estudios de asociacién del polimorfismo del gen de la ECA y
nefropatia diabética en practicamente todo el mundo especialmente en Francia
(30, 31, 32, 33, 34); Japdn (35, 36, 37); China (38, 39); India (40); Turquia (41, 42);
Estados Unidos (14, 43); Brasil (44); ltalia (45); Hong Kong (46); Espafia (47);
México (48) entre otros, con resultados controversiales, ya que por un lado Marre
et al. en Francia (29, 30), si han encontrado asociacion entre el genotipo D/D del
gen de la ECA, concentraciones séricas de ECA mayores comparadas con el
genotipo I/l e I/D y desarrollo y progresion a nefropatia diabética. Para los
japoneses (35, 37), la presencia del genotipo D/D incrementa el riesgo de
enfermedad renal en etapa terminal. Estos resultados sugieren que el gen de la
ECA influencia el desarrollo y/o progresion de la nefropatia diabética. En pacientes
asiaticos con DM-2 el riesgo de nefropatia se incrementd con la presencia del

genotipo D/D o I/D y no se observé asociacion en pacientes caucasicos con DM-2
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(39). Entre los hindues (40), también se ha demostrado una asociacién positiva
entre el alelo D (genotipo I/D o D/D) del polimorfismos del gen de la ECA y
nefropatia diabética. En los indios Pima de Arizona (43), es frecuente que se
diagnostique DM-2 en edades tempranas (antes de los 20 afios) y mientras mas
pronto se manifieste la enfermedad, existe un mayor riesgo de presentar
nefropatia diabética por lo que se hace énfasis en la necesidad de retrasar el inicio
de la diabetes tanto como sea posible y una vez que la enfermedad se ha
diagnosticado, administrar un tratamiento oportuno. En Turquia (41), se encontr6
que existe un incremento del genotipo D/D del gen de la ECA en pacientes
diabéticos comparados con el grupo control (no diabéticos); sin embargo, no se
demostré correlaciéon con el desarrollo de nefropatia diabética. Los estudios
realizados en Brasil (44), no han demostrado ningun tipo de asociacién. En
Barcelona, Espafia, se encontré que los pacientes que desarrollaron enfermedad
renal tenian un riesgo aumentado de evolucion a nefropatia severa si ellos eran
portadores del genotipo D/D (47). En cuanto a México, existe un estudio realizado
por investigadores del Instituto Nacional de Cardiologia “Dr. Ignacio Chavez” y del
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran” para
determinar el polimorfismo I/D del gen de la ECA en poblaciéon sana perteneciente
a diferentes grupos étnicos (mestizos, Teenek y Nahuas) encontrando una mayor
frecuencia del alelo D en la poblacion mestiza de la ciudad de México, D. F.
(0.398) comparada con sujetos indigenas Teenek de San Luis Potosi (0.219) asi
como una mayor frecuencia del genotipo D/D en esa poblacién mestiza,
comparada (0.194) con el mismo grupo étnico de San Luis Potosi (0.00). En los
grupos antes mencionados, las frecuencias observadas y esperadas estuvieron en
equilibrio Hardy-Weinberg, mientras que el tercer grupo estudiado que fue el de
los Nahuas, no estuvo en equilibrio, ya que presentaron una frecuencia del alelo D
de 0.387 y un genotipo D/D de 0.020. Sin embargo, como se estudidé poblacion
sana, no se determino el riesgo de desarrollo y progresion a nefropatia diabética
(48).
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En los archivos de Posgrado de la Facultad de Ciencias Médicas y Biologicas “Dr.
Ignacio Chavez” la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, existe la
tesis titulada Asociacion del Polimorfismo del gen de la enzima conversora de
angiotensina en hipertension y diabetes mellitus tipo 2, cuyo objetivo fue el de
investigar si el genotipo D/D del gen de la ECA se asocia al desarrollo de
hipertension arterial (HTA) y diabetes mellitus tipo 2. Se estudiaron 225 sujetos de
ambos sexos, 88, con HTA o descendientes directos de pacientes con HTA; 83,
con DM-2 y se compararon con 54 sujetos sanos sin HTA ni DM-2 que fue el
grupo control. En ella se concluye que el genotipo D/D se asocié al desarrollo de
HTA y DM-2 (76).

El mayor porcentaje de casos de diabetes mellitus, no sigue ningun patron de
herencia mendeliana, a excepcion de un reducido grupo de pacientes que
representan < 5%, los llamados MODY (Maturity Onset Diabetes of the Young) de
la que existen varios tipos (8) los cuales se caracterizan por presentar la
enfermedad a temprana edad (infancia o adolescencia) y en al menos tres
generaciones consecutivas. Se han mapeado diferentes genes de los cuales el
mas conocido es la mutacién en el gen que codifica para la glucocinasa, enzima
que inicia el metabolismo de la glucosa (MODY-2) (9) y se encuentra localizado en
el sitio 7p13-15 en el brazo corto del cromosoma numero 7. Es una enfermedad

familiar con herencia autosémica dominante.

En la DM-2 también se ha demostrado la participacion de la herencia materna
provinente del ADN mitocondrial donde se han identificado deleciones,

duplicaciones y mutaciones puntuales en diabéticos (8, 22).

En cualquier célula de una misma especie (22, 23) un gen ocupa siempre el
mismo lugar en un cromosoma determinado, y la posicidbn equivalente en su
homdlogo, entendiéndose por gen una secuencia de acido desoxiribonucleico
(ADN) que codifica un producto funcional, ya sea una proteina o bien un acido

ribonucleico (ARN). Para referirse en forma genérica a esa posicion, se utiliza el
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término locus (loci en plural). A cada gen situado en un locus se le llama alelo.
Puesto que cada cromosoma se presenta como par, en cada individuo hay dos
alelos en el mismo locus, que pueden ser idénticos (homocigotos) o diferentes
(heterocigotos). El estudio de trastornos clinicos ha permitido identificar
numerosos alelos; aquéllos menos frecuentes en la poblacién, sirven hoy como

marcadores para identificar ciertas patologias (23).

En la DM-2 existen genes de susceptibilidad (candidatos) para padecer la
enfermedad (77). Actualmente, se ha demostrado la existencia de varios genes
polimorficos entre los que se encuentran el sustrato del receptor de insulina, el gen
de la glucocinasa, genes para ciertos factores transcripcionales como la calpaina-
10 (marcador de asociacion para diabetes en pacientes México-americanos, su
gen se encuentra en el brazo largo del cromosoma 2 y el polimorfismo se
denomina UCSNP-43 con la variacion G/A), asi como en el gen del PPAR-y (factor
transcripcional del receptor de proliferacion gamma del peroxisoma) (8, 11, 67, 78,
79). Es interesante resaltar que en varios de los componentes de la ruta de
transduccion de sefiales de la insulina como son el gen de la insulina, el receptor
de la insulina, y los transportadores de glucosa, se han identificado muy pocos

polimorfismos (8).

En la tabla 1 se citan varios genes polimorficos en pacientes con DM-2.

Tabla 1. Variantes de genes candidatos humanos para el desarrollo de nefropatia
diabética (Susztak et al., 2003 modificada).

Nombre Simbolo Variante Cromosoma
Antigeno de histocompatibilidad HLA DR3/4 6
Enzima convertidora de angiotensina ECA I/D 17
Angiotensinégeno AGT M235T 1
Receptor tipo 1 de Angiotensina Il ATR1 A1166C 3
Aldosa reductasa ALR2 aleloZ + 2 7
Heparan sulfato HSPG2 BamHI 1
Apolipoproteina E APOE alelo e2 19
Paraoxonasa 1 PON1 T107C, LeuS4Met 7
Sintasa de 6xido nitrico endotelial eNOS alelo “a” 7
Metilentetrahidrofolatorreductasa MTHFR ce77T 1
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Interleucina 13 IL1B T105C 2

Péptido natriurético auricular NPPA Hpall (C708T y Scal) 1
Proteina G 3 3 GPB3 C834T/Trp64Arg 12
Ecto-nucledtido pirofosfatasa/ ENPPI K121Q 6
fosfodiesterasa
Transportador de glucosa 1 GLUT1 Xbal/Haelll 1
Factor de crecimiento transformante 31 TGFB1 Leu10Pro, 19
Arg25Pro,
Thre263lle

Asi mismo, se realizan estudios en otros genes como lo son los de la glucégeno
sintetasa (3), la aldosterona sintasa (80), entre otros, pero aun no se cuenta con la

informacion completa de éstos.

Sistema renina-angiotensina (SRA) implicado en la insuficiencia renal

Se ha pensado que el SRA (Figura 2), juega un papel importante en la
fisiopatologia de la enfermedad renal en la DM-2 ya que estudios previos (25, 26,
29, 30), mostraron la asociacion entre el alelo D (D/D delecion/delecion) del gen
de ECA y altas concentraciones en sangre de esta enzima, en pacientes que
desarrollaron nefropatia diabética. Existen cada vez mas evidencias de que la
progresion de la nefropatia es mas rapida en pacientes con genotipo D/D (29, 30,
35, 39, 40, 41, 70, 76, 81, 82, 83). Estudiar este sistema es de gran interés ya que
algunos componentes del mismo, en especial, el gen de ECA exhibe un
polimorfismo debido a la presencia o ausencia de una secuencia repetitiva Alu de
287 pb. Dicho polimorfismo podria proporcionar la base para una relacién entre la
actividad constitutiva del SRA (84) y el desarrollo de dafno vascular renal en

algunos sujetos.

Las secuencias Alu constan de 100 a 500 pb, son repetitivas, y su nombre se debe
a que contienen un sitio de corte para la enzima de restriccion Alu-1.. Se trata de
una familia de secuencias que constituye alrededor del 10% del genoma, se
encuentran mas de un millén de estos elementos en el ADN y s6lo un pequefo

numero de éstos son capaces de moverse y se incorporaron al genoma por
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duplicacién via un ARN intermediario en un proceso llamado retroposicion hace
millones de afios (85-96). Recientes hallazgos sugieren que dichos elementos
pueden tener un impacto en la evolucion ya que afectan genes estructurales,
secuencias proteicas, corte y empalme asi como patrones de expresion por lo que
se pueden considerar marcadores filogenéticos. La mayoria de las amplificaciones
de Alu ocurrieron tempranamente en la evolucion y la tasa actual de retroposicion
de Alu es al menos 100 veces mas lenta que el pico de amplificacion que ocurrid
hace aproximadamente 50 millones de afos. Por lo tanto, los elementos Alu son

una fuente rica de variaciones gendémicas inter e intraespecie (22, 23, 82).

Angiotensinégeno

»

Renina >

Bradicinina Angiotensina | (Ang 1-10)

«—|ECA|—*

Receptor AT,
v Angiotensina I
Fragmentos (Ang 1-8) " Rgceptor AT,
inactivos

Secrecion de aldosterona

Figura 2. Via clasica de la produccién de Angiotensina Il. (Crisan y Carr, 2000,
modificada).

El SRA funciona como un sistema endocrino (sistémico) y/o como un sistema
paracrino (local) (82) principalmente en el rifidn (en donde la cantidad de
angiotensina que se sintetiza es 1000 veces superior a la plasmatica) (75)); lo
encontramos también en corazén, vasos sanguineos, sistema nervioso y gonadas
y juega un papel clave en la regulaciéon de la presion arterial y del equilibrio

hidroelectrolitico en mamiferos.
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La ECA somatica se localiza en liquidos organicos como el plasma, liquido
amniotico y liquido seminal y es producida por la célula endotelial (82). En la via
clasica de este sistema, la renina, que es secretada por el aparato yuxtaglomerular
del riidn en respuesta a una variedad de estimulos (disminucion del volumen
sanguineo arterial efectivo, reduccién en el sodio plasmatico, aumento de
catecolaminas en sangre) (97), actua sobre una proteina circulante que se
sintetiza en el higado llamada angiotensindbgeno o sustrato de renina, generando
el decapéptido angiotensina | (Ang |). La Ang | es convertida por la ECA en el
octapéptido Ang Il, principalmente durante el paso de la sangre a nivel pulmonar,
por remocion del dipéptido His-Leu en el extremo C-terminal (Figura 2). La Ang |l
tiene un potente efecto vasopresor actuando a través de uno de sus receptores, el
receptor AT, que esta acoplado una la proteina G produciendo vasoconstriccion
sistémica, disminucién del flujo sanguineo renal y aumento de la presion capilar
glomerular y de la permeabilidad (75, 82, 84, 98). Asi mismo, Ang Il, estimula la
retencién de sodio y agua actuando directamente en las células tubulares (del
nefrén distal) por accion de la aldosterona liberada de la capa glomerular de la
corteza adrenal (99, 100).

Recientemente, a la angiotensina Il también se le han atribuido otras posibles
acciones implicadas en la génesis de la nefropatia diabética, entre ellas, (98)
promover el crecimiento del musculo liso vascular, contraccion de las células
mesangiales con reduccion del area de superficie para la filtracién, proliferaciéon e
hipertrofia de las células renales y de la célula tubular renal debido a la liberacién
de factores de crecimiento como el TGF-[3; estimular la produccién de radicales
superoxido, inducir resistencia a la insulina, aumentar la sintesis de la matriz
extracelular (ECM) que incrementa por un lado la produccién de colagena y por
otro, inhibe su degradacién (75), lo que conduce a una glomeruloesclerosis renal
(68) que lleva al paciente a insuficiencia renal (Figura 1 y 3). La Ang Il también
interfiere en el proceso fibrinolitico estimulando el inhibidor del activador del
plasminégeno 1 (PAI-1) y activando a los macréfagos (68, 75, 82, 84, 88, 97, 101-
103).
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Figura 3. Efectos no hemodinamicos de la Angiotensina Il en el rifidon mediados a
través del receptor AT (Wolf et al., 2003, modificada).

La Ang Il a través de los receptores AT,, también acoplados a la proteina G,
generalmente median los efectos contrarios, esto es, producen vasodilatacion,
disminucién de la presién arterial sistémica, inhibicién de la proliferacion celular,
apoptosis, efecto antitrombético por inhibicion del PAI-1, aumento en la sintesis de

oxido nitrico y prostaglandinas vasodilatadoras (82).

La ECA también inactiva al péptido vasodilatador bradicinina (BK) removiendo el
dipéptido Phe-Arg en el extremo carboxilo-terminal (82). La BK deriva del
cininégeno por accion de la calicreina (sistema cinina-kalicreina) (82). Debido a
este doble papel de la ECA, su inhibicidn previene por un lado, la formacién de
Ang Il un potente agente hipertensor y por otro, potencia las propiedades
hipotensoras de la BK lo cual conduce a una disminucion de la presion arterial (19,
84). Durante la hidrdlisis de ambas, Ang Il y BK, la ECA actua removiendo el
dipéptido en el C-terminal del sustrato, pero puede también actuar como
endopeptidasa sobre algunas otros péptidos tales como la colecistocinina,
luliberina (hormona liberadora de LH: LHRH), sustancia P, neurotensina,

encefalina y endorfinas (84).
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Ademas de la via clasica ya descrita, se reporta la formacion de Ang Il por accion

de otras enzimas como la quimasa, carboxipeptidasas, catepsina G y tonina (102),

aunque el papel de estas vias alternas no esta del todo entendido en los estados

fisiologicos o patoldgicos. Mas aun, mientras la Ang Il se considera el mediador

mas importante del sistema, algunos otros péptidos escindidos de ésta, también

muestran actividad bioldgica. Las acciones de estos fragmentos, que incluyen la

angiotensina 1-7, la angiotensina lll (2-8) y la angiotensina IV (3-8), continuan en
estudio (64) (Figura 4).

Cinindgeno

44—

v
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(metabolitos
inactivos)

Angiotensina (1-9)

Angiotensinégeno Angiotensina |l

Renina —* «—— ECA2—»
(Receptor)

v

Angiotensina | (1-10) —, Endopeptidasas

Receptor
Quimasa v
ECA_— Carboxipeptidasa @
Catepsina G Angiotensina 1-7—>
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ECA 2 Receptor

| ®
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Angiotensina Il (1-8)

l Aminopeptidasa A

Angiotensina Il (2-8) Receptor
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Angiotensina IV (3-8) >
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Figura 4. Sistema renina-angiotensina. Via clasica y alterna. (Gilbert et al., 2003.
Carey, 2003, modificada).

20



Existen otros dos receptores de angiotensina, el receptor AT1.; sobre el que actua
la angiotensina 1-7, y cuyos principales efectos son vasodilatacion,
antiproliferacion y apoptosis; y el receptor AT, estimulado por la angiotensina IV e
implicado en el aprendizaje, memoria, flujo sanguineo y natriuresis (75, 84) (Figura
5).

ATG
RENINA > ANG (1-9)

l ECA-2
Endopeptidasas
RECEPTOR

A RENINA ANG | ANG (1-7)
= | ECA /AV/ ECA-2

Fragmentos
inactivos
ANG IV < ANG I / ANG I
l BRA
RECEPTOR AT, |
e Vasodilatacion ~ RECAT1 Rec AT 1 ON, cGMP, PGs
® Natriuresis v
* Aprendizaje RECEPTOR
* Memoria * Vasodilatacion ANG (1-7)
® Natriuresis J_

® VVasoconstriccion ® Inhibicién del crecimiento * Vasodilatacion
® Reabsorcion de sodio ® Natriuresis
® Promocién del crecimiento ® Antiproliferativo

* Inhib. liberacién de renina
® Secrecion de aldosterona

Figura 5. Esquema del SRA incluyendo ECA, ECA-2, ANG |, ANG II, ANG 1-7,
ANG 1-9, ANG IV, sus receptores y su efecto (Carey y Siragy, 2003, modificada).

Los diferentes tipos de angiotensinas, difieren en la secuencia de  sus
aminoacidos; la mas larga es el decapéptido Ang | y la mas corta es la
angiotensina IV, constituida unicamente por seis aminoacidos (84), como se puede

apreciar a continuacion:
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Ang | Asp Arg Val Tyr lle His Pro Phe His Leu

Ang I Asp Arg Val Tyr lle His Pro Phe
Ang llI Arg Val Tyr lle His Pro Phe
Ang IV Val Tyr lle His Pro Phe

Ang 1-7 Asp Arg Val Tyr lle His Pro
Ang 1-9 Asp Arg Val Tyr lle His Pro Phe His

Caracteristicas de la enzima convertidora de angiotensina (ECA)

La ECA (104, 105) se aislé6 en 1956 (84), es una peptidildipéptido hidrolasa
monomeérica, bilobulada (97), presente en casi todos los tejidos humanos, que se
ancla a la membrana celular por su segmento hidrofébico C-terminal en células
epiteliales, endoteliales, glomerulares, tubulares renales y testiculares y pertenece
a la familia de las metaloproteasas dependientes de zinc (Figura 6 A) (84). La ECA
puede ser solubilizada pasando a la circulacién sistémica y a otros liquidos
corporales gracias a su escision del plasmalema por una secretasa (Figura 6 B).
Existen dos isoformas de la enzima en humanos, ECA somatica (endotelial) y ECA
germinal (testicular), ambas codificadas por el mismo gen (Figura 7) pero
transcritas por promotores alternativos (106). La forma somatica (larga) esta
compuesta por dos dominios, cada uno de los cuales, contiene un sitio activo en
tandem, constituido por el motivo de union al zinc: HEMGH (His-Glu-Met-Gli-His)
(Figura 7) encontrado en muchas de las zinc peptidasas (las histidinas son los
ligandos para el metal). Sin embargo, cada molécula contiene un Unico atomo de
zinc sugiriendo que solamente un dominio es capaz de coordinar el metal (105).
En tanto, la forma germinal (corta) de la cual se conoce poco, presenta
unicamente un solo sitio activo que corresponde al extremo carboxilo de la ECA
somatica (25, 28, 29, 63). Esto implica que hubo un evento de duplicacion del gen

muy temprano en la evolucion.
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ECA

Secretasa

Tripsina

Citosol

Figura6 A Figura 6 B

Figura 6 A. Estructura terciaria de la ECA. El sitio catalitico que contiene el zinc, se
muestra como una esfera gris brillante.

Figura 6 B. Modelo del tallo de escisiéon yuxtamembranal de la ECA por su
secretasa o tripsina unida a la membrana celular. (A = Ala, R = Arg, S = Sery E=
Glu). La secretasa de la ECA escinde la forma somatica en los residuos Arg-Ser,
para ser solubilizada.

HEMEH HEMEFH

. Vof WooF 1306

v [T = e ECA somatica
HEMH
1 % i 731
Vil S« ECA germinal
HEMGH

i v/ 205

1 [ e A ] i ' -~ « ECA-2

Figura 7. Representacion esquematica de homodlogos de la ECA. (Turner, 2002,
modificado). HEMGH = His-Glu-Met-Gli-His.

23



El gen que codifica la ECA somatica es un gen de copia unica de 21 kb (97, 105),
localizado en el brazo largo del cromosoma 17 (17q23). Esta constituido por 26
exones y 25 intrones (82, 106) (Figura 8) y contiene una region polimérfica en el
intron 16. La insercion (490 pb) o delecion (190 pb) de cualquiera de los
fragmentos de 287 pb en el intrén 16 determina el genotipo, los cuales se utilizan
para caracterizar el polimorfismo I/D, I/I, D/D mediante técnicas de biologia
molecular por medio de PCR (26). Este polimorfismo de insercion-delecion (1/D)
explica el 47% de la varianza fenotipica de las cifras plasmaticas de ECA. Los
individuos homocigotos para el alelo de delecion D/D (190 pb) poseen
concentraciones mayores de ECA plasmaticas, riesgo aumentado de cardiopatia
isquémica, muerte repentina, hipertrofia de ventriculo izquierdo, hiperglucemia vy

nefropatia diabética entre otros (4, 25, 84).

gen FKCA

|
287 bp
16 H 17
",
" I
» D =« ECA
e somatica
-
1z T4 567 B 9012 14 i3 1 1930 21 I3 IS5 06
| I | 111 | 1 | M | N |
| [ T11 | I 11 |
e
13 16 17 :
14 15 -G 17 18 10 =0 21 23 =23 25
ECA | Ll L1 | [ 1
germinal 1 | IR | H 'IEIEI

Figura 8. Gen de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) somatica. Se
presenta la region polimdrfica con la insercion del elemento de repeticion Alu de
287 pb en el intrén 16 y la ECA germinal (Poch, 2000, modificada).
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Ademas, los pacientes con el genotipo D/D son menos susceptibles al efecto
antiproteinurico de los IECAs (76), por lo que en ocasiones, responden mejor al
tratamiento con ARA; (109-112). Asi mismo, la tasa de funcion renal perdida a

largo plazo, es mas rapida en pacientes con genotipo D/D (17, 30, 31, 55,).

El ADN complementario (ADNc) de ECA somatica consiste en 4024 nucledtidos
que codifica un ARN mensajero de 4.3 kb [transcripcidon del exén 1 al 26,
excluyendo el exdn 13 por corte y empalme (splicing alternativo)] (82, 105, 106),
esto da como resultado una proteina de 1306 aminoacidos, con una masa
molecular de la enzima madura de 150.9 kDa, particularmente abundante en la
superficie endotelial de los pulmones, en el borde en cepillo de las células del
rindn, intestino, placenta y plexos coroides (100). ElI exdn 26 codifica para el

dominio de anclaje de la ECA a la membrana celular (82).

La ECA germinal (Figura 8) esta constituida por 14 exones y 13 intrones (del exén
13 al 26), es transcrita gracias a la existencia de un promotor interno (alternativo)
en el intron 12, se encuentra exclusivamente en el testiculo donde se sabe que
juega un papel crucial en la fertilidad y codifica un ARN mensajero de 3 kb y una

proteina de 732 aminoacidos (84, 107).

La expresion de las dos formas anteriormente descritas, estd bajo regulacion
hormonal; la enzima endotelial es inducida por glucocorticoides, mientras que la

forma testicular se estimula por andrégenos (105).

Recientemente se ha identificado un homologo de la ECA llamado ECA 2 (84, 97,
113, 114), (Figura 7) una carboxipeptidasa que remueve aminoacidos hidrofébicos
o basicos en el extremo C-terminal y que al parecer tiene importancia en la funcion
cardiaca. Se produce principalmente en el endotelio de los vasos coronarios e
intrarrenales asi como en el epitelio tubular renal y el testiculo (84). La ECA 2 es
una enzima recientemente descubierta tanto en roedores como en humanos. Su

distribucidon es mucho mas restringida que la ECA y se expresa principalmente en
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corazon y rindn. La DM-2, se asocia con disminucién en la expresion renal de esta
enzima. Su importancia estriba en que puede funcionar como un sistema contra-
regulador de la ECA modulando el balance entre la respuesta de vasodilatacion y
la de vasoconstriccidon en el corazén y en el rifidn desempefiando un papel
importante en la regulacién de la funcién renal y cardiovascular (113, 114). La
proteina esta constituida por 805 aminoacidos incluyendo la secuencia de sefal
N-terminal y una region hidrofobica cerca del C-terminal que parece servirle como
anclaje a la membrana celular. Contiene un s6lo motivo de union al zinc, el cual es
el sitio activo de la enzima y comparte un 40% de identidad con la ECA somatica.
El gen que codifica la ECA 2, se localiza en el brazo corto del cromosoma X,
contiene 18 exones y 17 intrones y se extiende aproximadamente 40 kb (108). Las
similitudes entre las secuencias de ECA 2 y ECA indican que existe una relacion

evolutiva entre estos dos genes (84).

La ECA 2 hidroliza la Ang | a angiotensina (1-9) y la Ang Il a angiotensina (1-7)
(113, 114); como no convierte la Ang | a Ang Il, no es bloqueada por los IECAs
(75, 84). Sin embargo, su actividad es completamente inhibida por el

anticoagulante EDTA (acido etilen-diamino-tetra-acético) (108).

De los otros componentes del SRA, se sabe que el gen de la renina se encuentra
localizado en el brazo largo del cromosoma 1, se extiende aproximadamente 12 kb
y comprende 10 exones y 9 intrones. El gen del angiotensinégeno, también se
encuentra localizado en el brazo largo del cromosoma 1, se extiende 13 kb y
comprende 5 exones y 4 intrones. El gen del receptor AT de Ang Il se encuentra
en el cromosoma 3 y el receptor AT,, en el cromosoma X (82). En estos

elementos del sistema, también se han encontrado polimorfismos.
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JUSTIFICACION

La diabetes mellitus tipo 2, es un problema de Salud Publica mundial. El 20 — 40%
desarrolla nefropatia diabética (5, 17, 30) siendo ésta la causa mas comun de
insuficiencia renal en etapa terminal (IRET) lo que conlleva a una menor

expectativa y calidad de vida de estos pacientes.

Lo anterior, ha inquietado al sector salud, por lo que se han desarrollado proyectos
estratégicos epidemioldgicos para conocer el problema real de algunas
enfermedades crénico-degenerativas. Asi, se realizd un estudio de prevalencia de
diabetes mellitus tipo 2 en la ciudad de Morelia, Michoacan encontrando una tasa
conocida de 5.3% y desconocida de 5.6% (tasa total de 10.9%) (18) superior a la

que se reporta a nivel nacional y semejante a la de los paises industrializados.

Siendo la DM-2 la principal enfermedad metabdlica para el desarrollo de IRET, es
necesario utilizar las herramientas tecnologicas actuales, para realizar un
diagndstico temprano e identificar marcadores clinicos, bioquimicos y genéticos de

riesgo para esta complicacion cronica de la enfermedad.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La nefropatia diabética se desarrolla unicamente en una fraccion de sujetos con
DM-2 en funcion de determinantes clinicos, bioquimicos y de trasfondo étnico. En
ciertas poblaciones en las cuales existe un aumento en su prevalencia, tales como
los Amerindios, México-americanos, Afro-americanos, entre otras, la presentacion
de dafio renal se encuentra alrededor del 40%. Varios estudios farmacoldgicos y
genéticos indican que la hiperglucemia induce activacion del sistema renina-
angiotensina, que conduce a un incremento en la resistencia vascular renal. Lo
anterior, ha sido relacionado con el gen que codifica para la ECA describiéndose
un polimorfismo insercion/delecion (I/D). Los individuos portadores del genotipo
D/D poseen concentraciones mayores de ECA plasmatica (25) y muestran un
incremento en la tasa de progresion de enfermedad renal; sin embargo, esto no ha

sido demostrado en poblaciones mexicanas.
Por lo anterior, nos hacemos la siguiente pregunta:
¢ El polimorfismo del gen de la ECA, asi como variables clinicas y bioquimicas se

encuentran relacionadas al desarrollo y progresion de la nefropatia diabética en

los pacientes con DM-2 en poblacién mexicana?
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HIPOTESIS
El polimorfismo I/D del gen de la ECA especialmente el genotipo D/D, variables

clinicas y bioquimicas se relacionan con el desarrollo y progresion de nefropatia

diabética en una poblacion mexicana con DM-2.
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OBJETIVOS

GENERAL

Determinar si existe una asociacion entre la presencia del genotipo D/D del gen de
la ECA, la concentracion de la enzima y el desarrollo de nefropatia diabética en

una poblacién mexicana con DM-2.

ESPECIFICOS

1. Evaluar la influencia del gen de la ECA en el desarrollo y progresion de
nefropatia diabética.

2. Valorar la importancia de las variables clinicas en el desarrollo y progresién
de nefropatia diabética.

3. Estimar el valor de las variables bioquimicas en el desarrollo y progresion
de nefropatia diabética.

4. Identificar las variables clinicas y bioquimicas que tuvieron una mayor

influencia en el desarrollo y progresiéon de nefropatia diabética.
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MATERIALES Y METODOS

DISENO DEL ESTUDIO

Se realizé un estudio epidemioldgico, transversal, de casos y controles.

POBLACION DE ESTUDIO

Se estudiaron 240 sujetos con DM-2, que acudieron a la consulta externa de la
Unidad de Medicina Familiar No. 80 y al Servicio de Nefrologia del Hospital
General Regional No. 1 (HGR No.1) del Instituto Mexicano del Seguro Social
(IMSS) de la ciudad de Morelia, Michoacan, que constituyeron el grupo de estudio;
quienes participaron bajo los siguientes criterios: pacientes de ambos sexos,
mayor de 30 anos, con diagnostico de DM-2 segun los criterios de la Asociacién
Americana de Diabetes (ADA) (15). De cada uno de los pacientes se elabor6 una
hoja de registro con sus datos que incluy6 ficha de identificacion, antecedentes
heredofamiliares, personales patolégicos y no patoldgicos, exploracion fisica,
medicamentos, reporte de resultados de las pruebas bioquimicas vy
genotipificacion (anexo 1). El grupo de estudio fue subdividido en cuatro
categorias segun la TFG siguiendo los criterios de clasificacién de la insuficiencia
renal cronica propuestos por la “Kidney Disease Outcomes Quality Initiative
Guidelines” (K/DOQI) (115).

Tabla 2. Estadios de la enfermedad renal crénica

Estadio Descripcién TFG (mL/min/1.73 m?)
1 Dafo renal con TFG normal o 1 =290
2 Dano renal con TFG ligeramente | 60-89
3 Moderada a severa | de la TFG 15-59
4 Insuficiencia renal < 15 (o didlisis)

TFG = tasa de filtracion glomerular. La enfermedad renal cronica es definida ya
sea como dafio renal o con una TFG < 60mL/min/1.73 m? por = 3 meses. El dafio
renal se define como anormalidades patoloégicas o marcadores de dafio,
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incluyendo anormalidades en pruebas de sangre, orina o estudios de
imagenologia (115).

Todos los participantes dieron su autorizacién por escrito una vez que fueron
informados ampliamente de los objetivos del estudio (anexo 2). El protocolo se
autorizd por el Comité Local de Investigacion del HGR No.1 del IMSS y por el
Comité de Evaluacién de la Division de Estudios de Posgrado de la Facultad de
Ciencias Médicas y Biologicas “Dr. Ignacio Chavez” de la Universidad Michoacana
de San Nicolas de Hidalgo (UMSNH).

Los datos del presente ensayo, fueron comparados con un grupo control
constituido por 230 sujetos tomados de tres estudios previos (18, 76) de la misma
linea de investigacion del IMSS, sin diabetes mellitus tipo 2, estratificados por
edad y sexo.

TAMANO DE LA MUESTRA

Se determiné usando la formula para comparar promedios (tamafio de la muestra

en cada grupo):

(u+ V) (si°+ s5%)

(mq—my)
donde:
u = poder del 80%
v = nivel de significancia = 5% (1.96)
s1 = desviacion estandar del grupo de estudio basado en la depuracion de
creatinina (20 mL)
s, = desviacion estandar del grupo control basado en la depuracién de creatinina
(30 mL)
m4 = promedio de la depuracién de creatinina en el grupo de estudio (80 mL)

m, = promedio de la depuracién de creatinina en el grupo control (95 mL)
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lo que resulté una n de 60.6 pacientes por grupo. Los datos se tomaron de los
resultados obtenidos de la cohorte estudiada para identificar la prevalencia de
insuficiencia renal, diabetes mellitus e hipertension arterial en 3,564 adultos de la

ciudad de Morelia, Michoacan (18).
VARIABLES ESTUDIADAS
VARIABLES DEMOGRAFICAS
Edad y sexo.

VARIABLES CLINICAS

Peso (kg) y talla (m), medidos en una bascula con estadimetro marca Torino;
circunferencia abdominal (CA) (cm), medida con cinta métrica; indice cintura-
cadera (ICC), medido con cinta métrica; indice de masa corporal (IMC) calculado
con la siguiente formula: peso kg/talla m?; presion arterial sistdlica (PAS); presion
arterial diastolica (PAD) la cual fue tomada con un esfingomandmetro de mercurio
(Mercurial  Sphyngomanometer American Diagnostic  Corporation USA)
previamente calibrado, con el paciente sentado, con 5 minutos de reposo previo y

por lo menos 30 minutos sin haber ingerido bebidas cafeinadas o fumar cigarrillo.
VARIABLES BIOQUIMICAS

Glucosa sérica de ayuno, creatinina, colesterol, triglicéridos, c-HDL, c-LDL, todas
se determinaron por el método enzimatico colorimétrico con un equipo para
quimica clinica (Spectronic® Genesys™ 2 USA) con estuches comerciales
(Randox Laboratorios LTD United Kingdom) y los resultados se reportan en mg/dL.

La enzima conversora de la angiotensina se cuantific6 por el método de ELISA
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[Angiotensin Converting Enzyme (ACE) ELISA Kit Chemicon Internacional, Inc.
CA, USA] Yy los resultados se reportan en ng/mL.

VARIABLES RELACIONADAS A DANO RENAL

Ademas de los valores de la presion arterial, fue registrado también el tipo de
tratamiento antihipertensivo y la tasa de filtracion glomerular (TFG) determinada
por la depuracion de creatinina en orina de 24 h y/o por la formula de Cockcroft-
Gault (59). Segun el resultado, se clasificaron de acuerdo a las guias K/DOQI

mencionadas previamente.

DETERMINACIONES

Se tomd una muestra de sangre venosa (5 mL) por duplicado teniendo al paciente
en ayuno de al menos 8 h, utilizando para todas las tomas material desechable
estéril. La sangre del primer tubo se centrifugé y separ6 el suero, el cual se
congeld a — 20 °C hasta su utilizacion, para la cuantificacion de glucosa,

creatinina, lipidos y la ECA.

El segundo tubo fue tomado con EDTA como anticoagulante el cual se utilizé para
la purificacion del ADN de los nucleos de los leucocitos y la realizacién de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y genotipificacion del polimorfismo I/D
del gen de la ECA.

Los estudios bioquimicos se procesaron en el Laboratorio de la Unidad de
Investigacion en Epidemiologia Clinica del HGR No.1 del IMSS de Morelia,
Michoacan, la cuantificacion sérica de la ECA se realizé en un Laboratorio Clinico
Privado. La genotipificacion del polimorfismo I/D del gen de la ECA se determind
en el Laboratorio de Biologia Molecular del Instituto de Investigaciones Quimico-
Biologicas de la UMSNH.
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EXTRACCION DEL ADN GENOMICO

El ADN gendmico se obtuvo de leucocitos de sangre venosa periférica utilizando
un estuche comercial (Genomic Prep™ blood DNA isolation Kit Amersham
Biosciences UK). El tubo de sangre refrigerada o congelada se colocd en un
homogenizador Vari-Mix Thermolyne lowa, USA durante 1 h. A un microtubo
Eppendorf de 1.5 mL se agregd 900 yL de RBC solucion de lisis (solucion de lisis
de eritrocitos) y se afadiéo 300 yuL de sangre total homogenizada, se invirtié en
varias ocasiones para mezclar. Se incubé durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Se centrifugo a 13,000-16,00 x g durante 20 s. Se removi6 el
sobrenadante con micropipeta dejando visible la pastilla de células blancas y de
10-20 pL de liquido residual. Se resuspendieron los leucocitos en el sobrenadante.
Se anadié 300 uL de solucién de lisis al tubo. Se agreg6 1.5 uL de ARNasa A, se
mezclé la muestra invirtiendo el tubo varias veces y se incubé a 37 °C por 15
minutos. Se enfrid la muestra a temperatura ambiente. Se adicion6 100 pyL de
solucion de precipitacion de proteinas a las células lisadas. Se centrifugd de
13,000 a 16,000 x g tres minutos. Se colocé el sobrenadante que contiene el ADN
en un nuevo tubo Eppendorf con 300 pyL de isopropanol al 100%. Se mezclo la
muestra invirtiendo suavemente varias veces hasta que el ADN formé las hebras
visibles. Se centrifugd de 13,000 a 16,000 x g 1 minuto. Se decanto el
sobrenadante e invirtié el tubo en papel absorbente limpio para retirar los restos de
liquido. Se afiadié 300 pL de etanol al 70%. Se invirtié el tubo varias veces para
lavar ADN. Se centrifugd de 13,000 a 16,000 x g un minuto. Cuidadosamente se
elimind el etanol. Se drend el exceso de etanol en papel absorbente limpio. Se
dej6é secar al aire 15 minutos. Finalmente, se afiadi6 100 yL de solucién de
hidratacion al ADN de la muestra congelada y 50 yL al ADN de la muestra
refrigerada. Se dejar en rehidratacion toda la noche o se incub6é en bano Maria

durante 1 h. Se almacendé a2 -8 °C.
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REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Se disefaron los oligos de la region polimorfica del intron 16 del gen de la ECA
con secuencias en sentido 5 - CTGGAGACCACTCCCATCCTTTCT — 3’ y en el
contrasentido 5’ - GATGTGGCCATCACATTCGTCAGAT — 3’ (26). Se prepararon
a la dilucion deseada (10 pmol/ pL) y se guardaron a — 20 °C. Cuando se
realizaron las PCRs, se coloco en hielo los dNTPs, la solucidn de buffer, enhancer,
MgSO, y oligos. En un tubo Eppendorf se colocé 19.2 pyL de agua tridestilada
esterilizada, 1.5 yL de la mezcla de dNTPs (10 mM), 5 pyL de buffer (10X), 10 pL
de enhancer (10X), 1 uL de MgSO, (50 mM) (estas tres ultimas sustancias
acompanan al estuche de la enzima), 4 pL de c/u de los oligos (10 pmol/uL), 5 pL
de ADN (~100 ng) y 0.3 puL (2.5U/uL) de la enzima Platinum® Pfx DNA

polymerase (Invitrogen).

La amplificacién se realizé en un termociclador (Mastercycler Gradient Eppendorf,
Germany) y se sometio a las siguientes condiciones: 1 ciclo a 94 °C dos minutos
(desnaturalizacion), 40 ciclos a 94 °C 30 s (desnaturalizacion), a 55 °C 40 s
(alineamiento) y a 72 °C 1 minuto 10 s (extension); 1 ciclo a 72 °C 10 minuto
(extension final). Los productos de la PCR se visualizaron en gel de agarosa al 1%
tedido con bromuro de etidio después de la electroforesis, donde se observo una
banda de 490 pb para el genotipo I/l, una banda de 190 pb para el D/D o ambas

bandas para el genotipo I/D.

Para incrementar la especificidad de los genotipos D/D, también se realizaron
PCRs con un par de oligos flanqueantes especificos para el genotipo de insercién
con secuencias en sentido 5 TGGGACCACAGCGCCCGCCACTAC 3’ vy en el
contrasentido 5 TCGCCAGCCCTCCCATGCCCATAA 3 (36) bajo las siguientes
condiciones: 1 ciclo a 94 °C un minuto para desnaturalizacion, seguido de 30
ciclos de 30 s a 94 °C (desnaturalizacién), 45 s a 67 °C (alineamiento), y dos
minutos a 72 °C (extension). Los productos de la PCR fueron visualizados en gel

de agarosa al 1% tefido con bromuro de etidio después de la electroforesis, donde
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se observo una banda de 335 pb que corresponde soélo al alelo | (de insercidn) en
caso de tener genotipos I/l o I/D, por lo que los D/D no la amplifican (116, 117,
118).

Los dos marcadores utilizados fueron el DNA Ladder Sigma de 1 kb 6 el Ready-
Load ™ de 100 bp DNA Ladder (116).

DETERMINACION DE LA ECA

Se realizé con un estuche de inmunoensayo enzimatico de tipo sandwich [ELISA
ACE Kit de Chemicon Internacional Inc. CA USA]. Esta prueba midid la
inmunorreactividad enzimatica con el sistema ELISA (Enzyme Linkage
ImmunoSorbent Assay) de ECA. Principio de la prueba: anticuerpos monoclonales
de raton generados contra ECA humana cubren la microplaca de 96 pozos y son
usados para capturar la ECA presente en la muestra. Anticuerpos policlonales de
oveja, ECA-especificos conjugados con peroxidasa de rabano, detectan la captura
de la enzima. Después de la adicion del sustrato y la solucion de “stop”, la
cantidad de ECA se determina de la curva estandar, la cual establece una relacion
directa entre la densidad optica (absorbancia) y la concentracién de la ECA. Esto
es, la coloracibn que se desarrolla, es directamente proporcional a la
concentracion de la enzima que contiene la muestra (119, 120). Se lee en un
lector de Microelisa semiautomatico Organon Teknika Stipreader Microelisa

System.

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se presentan en medias + Desviacién Estandar (DE). Las diferencias de
las medias de los sujetos de estudio presentados por su categoria y por su
genotipo se analizan por ANOVA (ANalisis de VArianza) seguido por la prueba de
Tukey como Post-Hoc. La asociacién de las variables categéricas clinicas,

bioquimicas y genéticas se analizan con la prueba de Chi cuadrada; mientras que
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la razon de momios se calcula con el modelo de regresion logistica multiple. La
variable dependiente fue la categoria del paciente, mientras que las covariables
fueron las caracteristicas quimicas y bioquimicas controladas por edad y sexo. Los
céalculos fueron realizados en comparaciéon con 230 sujetos tomados de tres
estudios previos de la misma linea de investigacion del Instituto Mexicano del
Seguro Social (IMSS) sin DM-2, que fue el grupo control. Para calcular el efecto de
las variables clinicas y bioquimicas sobre el desarrollo y progresion de la
nefropatia diabética se realizo6 ANCOVA (ANalisis de COVArianza). La correlacién
de las variables se realizé con el coeficiente de correlacién de Pearson. Se
consideré de significancia estadistica a un valor de p < 0.05. Todos los calculos se
realizaron con el paquete estadistico SPSS Ver. 10.0 para Windows, Chicago,
lllinois, USA.

DEFINICION OPERACIONAL DE VARIABLES

- DIABETES MELLITUS TIPO 2: se consider6 como diabético a todo sujeto
diagnosticado clinicamente con glucosa de ayuno = 126 mg/dL o cifras
menores si recibian tratamiento con hipoglucemiante (s) oral (es) y/o insulina.

Variable nominal. Cifra de glucemia sérica.

- INSUFICIENCIA RENAL CRONICA: basados en los criterios de las guias
K/DOQI. Variable nominal. 1) TFG = 90 mL/min/1.73 m?, 2) TFG de 60-89
mL/min/1.73 m?,  3) TFG de 15-59 mL/min/1.73 m?, 'y 4) TFG < 15
mL/min/1.73 m?.

- EDAD: afnos cumplidos al momento del estudio. Variable cuantitativa continua.

- SEXO: hombre, mujer. Variable cualitativa nominal. 1/F, 2IM
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PRESION ARTERIAL: se midié por el investigador con un esfingomandmetro
de columna de mercurio en mm de Hg. Variable cuantitativa continua. Cifra

normal sistélica 120 mm de Hg y diastolica 80 mm de Hg.

PESO CORPORAL: se registr6 en una bascula de pedestal con estadimetro.

Se reporto en kilogramos. Variable cuantitativa continua.

TALLA: se midid en bascula de pedestal con estadimetro. Se reportdé en

metros. Variable cuantitativa continua.

INDICE DE MASA CORPORAL: se calculé con el peso en kilogramos entre la
talla en metros al cuadrado. Variable cuantitativa continua. Valor de referencia
de 20 a 25 kg/m?.

CIRCUNFERENCIA ABDOMINAL: medida en cm. Variable cuantitativa

continua (88 cm en mujeres, 102 cm. en hombres).

INDICE CINTURA/CADERA: variable cuantitativa continua. Hombres 0.90 m y

mujeres 0.85 m.

GLUCEMIA: se cuantificé en una muestra de sangre venosa con ayuno de

cuando menos 8 h en mg/dL. Variable cuantitativa continua (80-110 mg/dL).

COLESTEROL TOTAL, TRIGLICERIDOS, c-HDL, c-LDL: se determinaron en
una muestra de sangre venosa con ayuno de cuando menos 8 h en mg/dL.
Variable cuantitativa continua (< 200 mg/dL, < 150 mg/dl, > 50 mg/dL, < 100

mg/dL respectivamente).

CREATININA: se determind en una muestra de sangre venosa con ayuno de

cuando menos 8 h en mg/dL. Variable cuantitativa continua (< 1.5 mg/dL).
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DEPURACION DE CREATININA EN ORINA DE 24 HORAS: se midi6 en
mL/min o por la férmula de Cockcroft-Gault. Variable cuantitativa continua
(100-120 mL/min/1.73m?).

ENZIMA CONVERTIDORA DE ANGIOTENSINA: Se cuantificé por técnica de

ELISA en suero en ng/mL. Variable cuantitativa continua.

POLIMORFISMO DEL GEN DE LA ECA: presencia o0 ausencia de un
fragmento de 287 pb en el intrén 16 del gen de la ECA. Variable nominal. I/|
insercion/insercion, /D insercion/delecion y D/D delecién/delecion. Se
corroboré el genotipo D/D por la ausencia de una banda de insercion de 335

pb exclusiva para I/l o I/D.
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RESULTADOS

a) Fueron reclutados un total de 240 pacientes con diagnostico de DM-2 de los
cuales 36 tuvieron una TFG = 90 mL/min/1.73 m?; 76, TFG de 60-89 mL/min/1.73
m?;, 78, TFG de 15-59 mL/min/1.73 m* y 50 una TFG < 15 mL/min/1.73 m°. La
tabla 3 muestra las caracteristicas clinicas y bioquimicas del grupo de estudio en
comparacion con el grupo control. Fueron diferentes en todas las variables
excepto en edad y sexo. La tabla 4, muestra las variables clinicas y bioquimicas
de la poblacién de estudio por grado de nefropatia. En ella se observa que fue
homogénea en el sexo, mientras que a mayor edad y tiempo de diagndstico de la
DM-2, se presenta disminucion progresiva de la TFG y una pérdida en las medidas
antropométricas. Con menor consistencia, se encontré también alteracién en las
variables bioquimicas, especificamente en el colesterol total, triglicéridos y c-HDL,
siendo esta ultima la mas relevante ya que disminuye de manera paralela a como
lo hace la TFG a medida que avanza la nefropatia. Sélo el 17% de los pacientes
con DM-2 recibi6 tratamiento con capacidad probada antihipertensiva vy
nefroprotectora.

Tabla 3. Variables clinicas y bioquimicas de la poblacién estudiada y el grupo
control.

Variable Grupo con DM-2 Grupo control Valor de p
Sexo (M/F) 100/140 99/131 0.76
Edad (afios) 60 + 12 50+8 0.29
Peso (kg) 73+14 68 + 10 <0.01
IMC (kg/m°) 29+5 26+3 <0.01
Presion arterial
Sistolica (mm de Hg) 140 £ 23 132 +18 <0.01
Diastélica (mm de Hg) 85+ 13 819 <0.01
Glucosa (mg/dL) 164 + 83 84 £ 13 <0.01
Creatinina (mg/dL) 3.0+34 0.80 £ 0.11 <0.01
TFG (mL/min/1.73 m°) 56 + 39 94 + 10 <0.01
Colesterol total (mg/dL) 195 + 58 213 £ 35 <0.01
Triglicéridos (mg/dL) 218 £ 105 134 + 46 <0.01
c-HDL (mg/dL) 44 + 20 49 + 11 <0.01
c-LDL (mg/dL) 108 + 53 133+ 27 <0.01

IMC: indice de masa corporal; TFG: tasa de filtracién glomerular; c-HDL: lipoproteinas de alta
densidad: c-LDL: lipoproteinas de baja densidad.
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La figura 9 (a, b, c) ilustra imagenes representativas de los polimorfismos
identificados en los sujetos de estudio, a: ADN gendmico, b: polimorfismo I/D del
gen de la ECA y c: banda de 335 pb especifica del polimorfismo insercién (1) del
gen de la ECA.

a)

T ﬁ o

1 2
1 = Marcador Benchtop 1 kb (Promega)

2 = Muestra problema

Figura 9 a. Fotografia del gel en donde se demuestra la presencia de ADN gendmico aislado de un
paciente del grupo de estudio.

b)

M 21 22 23 24 25 26 27 28
D/D I/D /D /D I/D /D I/D I/

M = marcador Benchtop 1 kb (Promega)

Figura 9 b. Polimorfismo I/D del gen de la ECA. La banda de 490 pb indica insercién (l) y la banda
de 190 pb indica delecion (D). Los individuos homocigotos estan representados por una sola banda
de 490 pb para el genotipo I/l y de 190 pb para el genotipo D/D; los heterocigotos, muestran

ambas bandas.
c)

600pb —»
335pb —

4 108 178 187 204 208

M = Marcador de 100 pb Invitrogen M 11 D/D D/DD/D D/D D/ID

Figura 9 c. Amplificacion con los oligos ECA | y ECA Il disefiados para mostrar la banda de
insercion (1) que amplifica un producto de 335 pb en los sujetos I/l e I/D, pero no en los individuos
D/D.
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b) De los 230 sujetos controles considerados en este estudio para el analisis
univariado, 99 (43%) fueron hombres y 131 (57%) mujeres, con una edad de 59 *
8 afos

La tabla 5 muestra la frecuencia genotipica y alélica del grupo de estudio
comparado con el grupo control. La poblacion estuvo en equilibrio Hardy-Weinberg
(x> = 1.55 y 1.40, p = 0.90 respectivamente). El genotipo D/D se asocié como
factor de riesgo para el desarrollo de DM-2 en el grupo de estudio (y* = 5.64, p <
0.01, RM 1.51, IC 95% 1.06 - 2.14).

Tabla 5. Frecuencia genotipica y alélica del grupo de estudio y grupo control.

Grupos Genotipos Alelos

I/l % I/D % D/D % I D
DM-2 49 20 126 53 65 27 0.4666 0.5333
Control 70 30 124 54 36 16 0.5738 0.4262

I/1 = Inserciéon-Insercion, I/D = Insercién-Deleciéon, D/D = Delecién-Delecion
El genotipo D/D se asocié con el desarrollo de DM-2 en el grupo de estudio (X2 =5.64, p<0.01;
RM = 1.511C 95% 1.06 — 2.14).

La tabla 6 muestra la frecuencia genotipica y alélica del grupo de estudio por
estratificacion de la TFG. Los sujetos de estudio estratificados por la TFG
conservaron el equilibrio Hardy-Weinberg (x> = 0.15, p = 0.90; ¥*= 1.07, p = 0.90;
v?= 2.53, p = 0.10; y°= 2.89, p = 0.10 respectivamente). La frecuencia observada
del alelo D estuvo incrementada en los pacientes con TFG = 90 mL/min/1.73 m?,
0.611 y TFG de 60-89 mL/min/1.73 m?* 0.559, (x* = 7.60 y > = 9.88, p < 0.01
respectivamente), efecto no ocurrido en los pacientes con TFG = 15 a 59
mL/min/1.73/m? y TFG < 15 mL/min/1.73/m?* (}*=0.11,p=043y ¥ =07, p =

0.47) respectivamente.
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Tabla 6. Polimorfismo del gen de la ECA en la poblacién estudiada.

Polimorfismo ECA Tasa de filtracion glomerular (mL/min/1.73 m°)
I/D = 90* 60-89** 15-59 <15
D/D 14 26 15 10
(%) (39) (34) (19) (20)
I/D 16 33 46 31
(%) (44) (44) (59) (62)
I 6 17 17 9
(%) (17) (22) (22) (18)
Frecuencia alélica
I 0.389 0.441 0.513 0.490
D 0.611 0.559 0.487 0.510

Relacién entre el polimorfismo D/D vs I/D e I/l/ de la ECA y los estadios de la enfermedad renal
cronica, comparado con el grupo control: * X2= 7.60,p <0.01; ** X2= 9.88, p < 0.01; TFG 15-59,
¥’*=0.11, p = 0.43; TFG < 15, ¥*= 0.70, p = 0.47.

Igualmente se observd una asociacion del genotipo D/D con el desarrollo de DM-2.

La tabla 7, muestra las caracteristicas clinicas y bioquimicas analizadas por
genotipo. En ella sélo hubo diferencia en la TFG siendo menor en el grupo con el
genotipo ID en comparacién al D/D (TFG 49 + 37 y 66 + 38 mL/min/1.73 m?,
respectivamente, p < 0.05) y una diferencia en las concentraciones séricas de la
ECA siendo mayores en el grupo de pacientes con genotipo D/D en comparaciéon

con el genotipo I/1, I/D.
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La tabla 8 muestra el ANCOVA de las variables clinicas y bioquimicas que
resultaron estadisticamente significativas en el desarrollo y progresion de la
nefropatia diabética. De ellas, las de mayor influencia fueron los afios de
diagnodstico de la DM-2, edad del paciente, ECA sérica, y las variables

relacionadas con evaluacién de la obesidad.

Tabla 8. Analisis de covarianza de las variables estudiadas en la poblacion con
DM-2.

Covariables R? R? F P
ajustada

Afos de Dx 0.252 0.242 25.366 <0.01
Edad (afios) 0.156 0.145 14.541 <0.01
CA (cm) 0.152 0.141 14.098 <0.01
Peso (kg) 0.149 0.139 13.821 <0.01
ECA sérica (ng/mL) T 0.127 0.085 3.053 <0.05
Glucosa (mg/dL) 0.061 0.049 5.144 <0.05
Dislipidemia 0.039 0.027 3.173 <0.05
Presién arterial sistélica (mm de Hg) 0.034 0.022 2.809 <0.05
Presién arterial diastdlica (mm de Hg) 0.069 0.057 5.819 <0.01
Indice cintura/cadera 0.047 0.035 3.884 <0.05

Las abreviaturas se describen en el pie de la tabla 4.

La tabla 9 muestra el analisis multivariado que incluyé la hipertension arterial, la
obesidad, la dislipidemia y las toxicomanias, ademas de la relacién con las
diferentes categorias de la TFG comparando el genotipo D/D vs I/D e I/l del grupo
de estudio y el grupo control. La hipertension arterial, la obesidad y la dislipidemia,

se asociaron con mayor consistencia en las tres primeras categorias.
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La figura 10 (a y b), muestra la fotografia de la microplaca de ELISA para estimar

las concentraciones de ECA.
a) b)

L ——
_Gceeaeamaaa. o o 1 1 e e o
GaGeaccccana ° W K 159 S B 8 8 2
SaacaaAacaan © i e G i
(RS eyeyeyeyepeyeyoyorm ﬁ‘ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁdﬂ
[ T SR IR TP Y- Py R 8 o 8 82 0
T T T-T-T=Roye e 5 o a0 0 8
sbGaaaaaaRARR. 0 e v 0 S v
e e o B N O
TR s Y.L 12 M 2 34 2

Figura 10 a y b. Microplacas de ELISA utilizadas para determinar la concentracion sérica de la ECA
a) = sin “stop”, b) = con “stop”. La diferencia en la intensidad del color permite conocer la
concentracion de la enzima en ng/mL. La lectura se realizé a una densidad optica (DO) con un filtro
de 450 nm. El pozo que sirve como blanco tiene 0 ng/mL de ECA.

La figura 11, muestra las concentraciones de la ECA en la poblaciéon con el
genotipo D/D, I/D e I/l. En ella se observa que la poblaciéon con el genotipo D/D,
tiene concentraciones séricas mayores de la enzima (640 £ 198 vs 520 + 113 y
474 + 161 ng/ml, p < 0.05).

800

700 o *p <0.05
- ]
£
S 600 *
£
8 1
o) [ ]
2 500 o
O [ 1
m

400 o 1

300

1 D D/ID

ECA sérica en el grupo de estudio. * diferencia del D/Dvs /Dy Vl.

Figura 11. Concentraciones séricas de la ECA. El genotipo D/D posee las cifras mas altas: 640 +
198 y el genotipo /I, las mas bajas: 474 + 161 en el genotipo I/l (*p < 0.05).
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En la tabla 10 consideramos el analisis multivariado que incluy6 los afnos de
diagnostico de la DM-2, la edad del sujeto, la obesidad, los niveles séricos de
glucosa, la dislipidemia, la hipertension arterial y la ECA como factores de riesgo
para el desarrollo de nefropatia diabética del grupo de estudio con una TFG = 90,
en comparacion con el resto de las otras categorias. De igual manera se observo,
que los afios de diagndstico de la DM-2, edad del paciente y obesidad, se
asociaron de manera directa para el desarrollo y progresién del dafio renal.

Finalmente, en la tabla 11, encontramos las principales correlaciones de las
variables estudiadas. Hubo una correlacion negativa de la edad con la caida de la
TFG (r = - 0.347, p < 0.0001): una correlacion positiva de los anos de diagnéstico
de la DM-2 con la creatinina sérica (r = 0.349, p < 0.0001); con la ECA (r = 0.319,
p = 0.009) y negativa con la TFG (r = - 0.464, p < 0.0001); una correlacion positiva
de la glucosa sérica con los triglicéridos (r = 0.239, p < 0.0001) y negativa con la
TFG (r = - 0.167, p = 0.009); una correlacién negativa de la creatinina sérica con
las c-HDL (r = - 0.374, p < 0.0001) y la TFG (r = - 0.652, p < 0.0001) y una
correlacidon positiva del genotipo I/D del gen de la ECA con los triglicéridos (r =
0.133, p < 0.05), c-HDL (r = 0.127, p < 0.05) y la TFG (r = 0.189, p = 0.003).
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DISCUSION

Como la mayoria de los 6rganos en el cuerpo humano, el rindn esta propenso a
una pérdida gradual de su funcion al paso de los afios. Este fendmeno fisioldgico
ha sido demostrado con la caida gradual de la tasa de filtracion glomerular
conforme aumenta la edad. Afortunadamente, esta pequena disminucion en la
funcion renal, no tiene significado clinico. Sin embargo, en pacientes con
enfermedades con afeccion renal como la DM-2, la tasa de pérdida de la funcion
renal puede estar aumentada en forma significativa, aun si el trastorno primario o
la enfermedad subyacente ha sido controlada. Esto da por resultado diversos
trastornos metabdlicos y eventualmente, para muchos pacientes, insuficiencia
renal en etapa terminal. Lo anterior muestra una gran variabilidad interindividual
entre los sujetos, aun si ellos tienen enfermedades similares subyacentes lo que
sugiere que la progresion de la pérdida de la funcidn renal parece ser totalmente
independiente del tipo de enfermedad renal de base, y que otros factores estan
involucrados. Asi, la IRC tiene un incremento paulatino atribuido a factores

clinicos, metabdlicos, ambientales y genéticos (8).

El sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRA) desempefa un papel clave en
la fisiopatologia cardiovascular y renal (70). La Ang Il, el producto mas importante
biolégicamente activo de este sistema, es sintetizada en una via que involucra
varios péptidos precursores y enzimas, algunos de ellos regulados por genes
independientes. La principal accién conocida de la Ang Il (mediada a través de su
receptor ATq) es la estimulacidon del musculo liso vascular produciendo una
importante vasoconstriccion, asi como favorecer la retencion de sodio y agua
actuando directamente en las células tubulares a través de la secrecion de
aldosterona de la corteza adrenal. Sin embargo, recientemente se le han atribuido
otras acciones. Varios estudios han revelado que la Ang Il promueve in vitro el
crecimiento del musculo liso vascular, del mesangio glomerular y de la célula
tubular renal debido a la sintesis de citocinas y factores de crecimiento, incluyendo

el TGF-B, el cual esta involucrado en la génesis de la fibrosis glomerular y
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tubulointersticial. Interfiere en el proceso fibrinolitico por estimulacion del inhibidor
del activador del plasminégeno (PAI-1) (70, 100). La Ang Il parece también estar
involucrada en la acumulacion de colagena tanto por activacién de su sintesis,
como por la inhibicién de su degradacion (101). Por lo tanto, queda claro que el
polimorfismo del SRA ha ganado interés en la busqueda de factores genéticos que
puedan influenciar la progresion de la insuficiencia renal y la respuesta al

tratamiento de regimenes nefroprotectores (121).

El presente estudio hizo evidente que la edad del sujeto, los anos de diagndstico
de la enfermedad y las variables que definen obesidad, tienen influencia en la
caida de la TFG en la poblacion con DM-2; con menor consistencia los niveles
séricos de lipidos, también tienen inferencia. Destacan los valores elevados en los
triglicéridos y c-LDL y una disminucion de las c-HDL. Esta ultima disminuye
paralelamente a la pérdida de la funcioén renal. Los resultados anteriores colocan a
esta poblacion con un riesgo alto para enfermedad cardiovascular (ECV) ya que
segun los criterios del Adult Treatment Panel Il (ATP Ill) guidelines developed by
de National Cholesterol Education Program (122, 123) sujetos con un riesgo alto
para ECV como los del presente estudio, los niveles de triglicéridos deben estar a
concentraciones < 150 mg/dL, las c-LDL < 100 mg/dL, y las c-HDL de > 50 mg/dL.
Todas estas variables ademas de tener un componente ambiental, también tienen
un componente genético (63) sin lograr precisar, cuales de estos mecanismos
(ambiental o genético) tienen un impacto mayor. Una limitante de este estudio fue
el no haber determinado la composicion corporal y poder asegurar si la pérdida de
peso corporal observada en la poblacion con DM-2 y el detrimento de la funcién
renal fue a expensas de tejido graso o de masa magra; sin embargo, se conoce
que el sujeto con insuficiencia renal crénica en su inicio tiene pérdida de peso a
expensas esencialmente de masa magra y al final también se ve involucrado el
tejido graso (fase catabdlica) lo cual lo lleva a un estado de desnutricion,
inflamacion crénica y enfermedad cardiovascular integrando el sindrome MIA
(Malnutrition, Inflammation and Atherosclerosis) (124). Estos efectos son

mediados en parte por la Ang Il.
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En 1990 el grupo de Rigat et al. publicaron un reporte que fue un impulso para
posteriores estudios en polimorfismos de genes del SRA. Ellos encontraron un
polimorfismo que involucraba la presencia (insercion) o ausencia (delecion) de una

secuencia de 287 pb en el intron 16 del gen que codifica para la ECA (25).

Tales polimorfismos se conocen ahora que existen para la mayoria si no es que
para todos los genes humanos. El ejemplo mejor conocido es el del sistema ABO
y RH sanguineos. Existen dos diferentes clases de polimorfismos. Primero, los
polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP por sus siglas
en inglés Restriction Fragment Length Polymorphism) debidos a la presencia o
ausencia de ciertas secuencias de nucledtidos reconocidos por las enzimas de
restriccion en la secuencia en el ADN que da por resultado fragmentos de ADN de
diferente longitud. Segundo, el polimorfismo en el numero de repeticiones en
tandem (VNTR por sus siglas en inglés Variable Number of Tandem Repeats), ya
sean cortos (SINE) o largos (LINE), pueden estar repetidos varios cientos de
veces en el genoma. Existen también los polimorfismos de un s6lo nucledtido o
SNP (single nucleotide polymorphism) que actualmente son motivo de una amplia
investigacion. De esta manera, se piensa que la compleja interaccion entre
multiples factores ambientales y polimorfismos pueden dar por resultado una
mayor susceptibilidad a padecer ciertas enfermedades comunes o modificar su
curso. Tal es el caso de la hipertension arterial sistémica, la diabetes mellitus, la

osteoporosis y la enfermedad de Alzheimer, entre otras (22).

En nuestro estudio, aproximadamente el 80 % de los pacientes, a pesar de las
medidas farmacolégicas y no-farmacoldgicas, cursaron con hiperglucemia. Se
conoce que la hiperglucemia causa de manera cronica vasodilatacion capilar
general (29) y vasoconstriccion posglomerular que lleva a un aumento en la
presion intraglomerular (64,) efectos también mediados por Ang Il. Los presentes
datos son consistentes con la hipétesis donde los niveles constitutivos de Ang Il

pueden afectar el desarrollo de glomeruloesclerosis del diabético. Sujetos con el
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genotipo I/ tuvieron niveles séricos menores de ECA mientras que los niveles
mayores fueron encontrados en sujetos con el genotipo D/D. Estos resultados son
similares con lo reportado en la literatura (25). Su significancia clinica se
desconoce. Mientras el SRA es de indudable importancia en la regulacién de la
presion arterial y el equilibrio hidroelectrolitico, existe también un sistema local,
principalmente en riidon, regulado independientemente que interviene en el
crecimiento celular y en la modulacion de la musculatura lisa vascular (2, 97, 100).
En la DM-2, en particular, el SRA local y general, pueden ser discordantes. Los
hallazgos de la expansion de volumen y reduccién de la actividad de renina
plasmatica en la diabetes, han sido interpretados como que el SRA se encuentra
abatido (64) en el paciente con DM-2; en tanto que el SRA tisular esencialmente el
renal y vascular, se encuentra con una actividad incrementada (70), siendo una de
las hipétesis que sustentan la afeccion de 6rganos blanco en la DM-2 como son el
rindn, corazon, retina y cerebro. Lo anterior igualmente ha apoyado el uso de
medicamentos con comprobada actividad nefroprotectora y cardioprotectora como
son los inhibidores de la ECA (IECAs), los antagonistas de los receptores AT4 de
la Ang Il (ARAs) solos o en combinacion (17, 30, 31, 55, 81). Esto toma
importancia ya que en nuestro estudio s6lo un porcentaje muy bajo de sujetos con
DM-2 tenian indicado estos medicamentos (17% de IECAs y 2% de ARAS).

También encontramos que los sujetos con el genotipo D/D, tenian una TFG mayor
en comparacion a los individuos con el genotipo I/D, lo cual es discordante con
estudios previos que reportan una TFG menor en sujetos con nefropatia. Una
explicacion a este hallazgo, es que en este estudio los pacientes con el genotipo
D/D tuvieron una TFG en parametros considerados como rifilones hiperfiltrantes
segun la clasificacion de Mogensen (62) previos al desarrollo de microalbuminuria
lo cual es indicativo de un estadio ya establecido de enfermedad renal en el

paciente diabético.

El posible papel de los factores genéticos en el desarrollo y progresiéon de la

nefropatia diabética podria ser probado usando los sujetos del presente estudio
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como una cohorte. En éste, el polimorfismo del gen de la ECA fue el primero en
ser probado en pacientes con DM-2. Tomando la razén de momios ajustada por
sexo y edad como un estimador de riesgo relativo (RM = 1.51, IC 95% 1.06 —
214,y RM 2.07, IC 95% 1.28 — 3.34) para el grupo de sujetos con una TFG =90y
entre 60 - 89 mL/min respectivamente. Se encontré un riesgo aumentado de
desarrollo de nefropatia diabética cuando fue comparado con el grupo control. Sin
embargo, el riesgo relativo se pierde en los grupos con una TFG < de 60 mL/min.
Lo anterior no esta de acuerdo con lo reportado por Marre et al. (30, 31) quienes
encuentran que los sujetos con DM-2 con el genotipo D/D tienen un mayor riesgo
de desarrollar nefropatia diabética. Una posible explicacion a lo anterior, puede ser
por diferencias raciales; sin embargo, no se puede asegurar porque desde nuestro
conocimiento, este es el primer estudio que trata de asociar el polimorfismo del
gen de la ECA con el desarrollo y progresion de la nefropatia diabética en
poblacion mexicana. Una explicacion mas viable, es que en el estudio de Marre et
al., utilizaron poblacion con diabetes y dafio renal homogénea en anos de
diagnostico de la enfermedad y edad. Esto no pudo ser controlado en nuestro
estudio ya que en un porcentaje alto (20%) de los sujetos con nefropatia terminal,
el diagnostico de la misma y de la DM-2 se hicieron en forma tardia, y
“supuestamente” tenian menos de 10 anos de iniciada la enfermedad, pero ya con
insuficiencia renal en etapa terminal lo que sugiere una falta de diagndstico
oportuno, dado que la historia natural de la enfermedad relaciona que la pérdida
de la funcion renal en el paciente diabético se hace manifiesta después de una
evolucion de mas de 15 anos (8, 17, 29). Otra explicacion, es el efecto que tienen
los componentes clinicos, ambientales y metabdlicos sobre la nefropatia diabética
donde inciden de manera importante los afios de diagndstico de la DM-2, la edad
del sujeto, la obesidad y con menor influencia, la dislipidemia. En este estudio,
estas variables se asociaron como factores de riesgo para el desarrollo y
progresion de la nefropatia diabética. Lo anterior fue probado por los métodos
estadisticos que fortalecen esta relacion. Asi, obtuvimos que el analisis univariado
(x> = 7.60 y * = 9.88 para pacientes con TFG = 90 y entre 60 — 89 mL/min, p <
0.01 respectivamente) hizo evidente la asociacion del genotipo D/D con dos de los
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diferentes estadios de la nefropatia diabética estratificada segun las guias K/DOQI
(115). Con el ANCOVA, que de manera individual indica la influencia que tiene
cada una de las variables estudiadas sobre el desarrollo y progresién de la
nefropatia diabética, la regresion logistica multiple y correlacion de Pearson
hicieron evidente que los afios de diagnéstico de la DM-2, la edad del paciente, la
obesidad y la dislipidemia son factores de riesgo independientes para el desarrollo
y progresion de la nefropatia diabética cuando se comparan los pacientes con el
genotipo D/D vs I/l e I/D, asi como en los diferentes estadios de la enfermedad de
las guias K/DOQI. En este estudio, no encontramos una relacién del tabaquismo y

alcoholismo con el desarrollo de la nefropatia diabética.

Como mencionamos anteriormente, de los determinantes genéticos del SRA el
polimorfismo del gen de la ECA, fue el primer candidato a ser probado (25, 26, 28,
127). Sin embargo, solo de este sistema, existen mas polimorfismos como el del
angiotensinogeno (37, 70, 78, 128), receptor AT, de Ang Il (37, 70, 82), receptor a
renina (70), bradicinina (11, 125, 126) y aldosterona (2, 79, 129) que pueden tener
influencia en el desarrollo de la nefropatia diabética. En la literatura, se han
documentado mas de 30 genes que se pueden asociar con la pérdida de la
funcién renal en el paciente con DM-2 (8, 70). Esta area de la genética y de la

biologia molecular representa un amplio campo para la investigacion (130).

Otra limitante del presente estudio fue el no haber determinado la actividad de la
ECA sérica y no haber homogenizado la poblacién en edad y afos de diagndstico

de la diabetes; variables que en proximos estudios deben ser controladas.

Una ventaja de haber empleado un grupo sin patologia (sin DM-2) que afecte la
funcién renal (grupo control) fue el poder encontrar si existe asociacion del
polimorfismo I/D del gen de la ECA con la DM-2 en poblacién mexicana, como ya
ha sido reportado en la literatura (3, 18, 20, 24, 26, 29, 70, 76). En el presente
estudio si observamos una asociacién del genotipo D/D con el desarrollo de DM-2
(x> = 5.64, p < 0.01, RM 1.51, IC 95% 1.06 - 2.14).
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CONCLUSIONES

Este estudio, hizo evidente una asociacion del polimorfismo D/D del gen de la ECA
con el desarrollo de DM-2. Ademas hubo una tendencia en la asociacion con el
desarrollo y progresion de la nefropatia diabética, mientras que consistentemente
la edad del sujeto, los afios de diagnodstico de la diabetes y las variables que
definen obesidad, se asociaron como factores de riesgo independientes para el
desarrollo de DM-2 y sus complicaciones. Se requiere confirmar el efecto de este
polimorfismo en esta poblacion mediante un estudio de cohorte o a través de un

estudio poblacional.

De igual manera, es necesario en este grupo de estudio, evaluar otros
polimorfismos del sistema renina-angiotensina, del sistema cinina-kalicreina y de

otros genes candidatos para el desarrollo de nefropatia diabética.

También hizo evidente una falta de diagnostico oportuno de la DM-2 y sus
complicaciones por lo que se debe alertar al clinico para que se realice un
diagndstico temprano y tratamiento oportuno, asi como la administracion de
farmacos con efecto nefroprotector comprobado en estadios tempranos de la
enfermedad o en poblacion con factores de riesgo para que las complicaciones

cronicas, en especial la nefropatia por DM-2, se evite o se retarde.
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RECOMENDACIONES

Existe la necesidad de realizar mas estudios basicos que investiguen las
repercusiones fisiopatologicas del polimorfismo I/D del gen de la ECA. Sdlo
entonces podremos comprender el impacto de éste en el inicio y el curso de la
enfermedad renal y de ser posible, desarrollar estrategias de tratamiento

especificas adaptadas a ciertos riesgos del perfil genético.

Es importante comprender a fondo las interacciones gen-ambiente ya que éstas
inciden de manera importante en el desarrollo y curso de la nefropatia en los
pacientes con DM-2 interviniendo de manera oportuna, evitando asi, los altos

costos a los que conduce esta complicacion crénica de la enfermedad.
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ANEXO 2

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE HIDALGO

A quien corresponda:

Yo decido libre y
voluntariamente que acepto participar en el estudio “RELACION DEL
POLIMORFISMO DEL GEN DE LA ECA Y PROGESION A DANO RENAL EN
PACIENTES CON DIABETES MELLITUS TIPO 2 EN POBLACION MESTIZA DE
LA REGION CENTRO-OCCIDENTE DE LA REPUBLICA MEXICANA" que se
realizara en el HGR No. 1 y UMF No. 80/IMSS cuyos objetivos consisten en
demostrar si el polimorfismo I/D del gen de la ECA se asocia a progresion de la
enfermedad renal en pacientes con DM-2.

Estoy consiente de que los procedimientos, y pruebas para lograr los objetivos
mencionados consistiran en la toma de muestras de sangre y orina con material
estéril, desechable y que los riesgos a mi persona son minimos. Se me ha
informado igualmente que una muestra de la sangre tomada se utilizara para la
extraccién de ADN que se utilizara para la realizacion de la Reaccion en Cadena
de la Polimerasa para identificar el polimorfismo de referencia y que en caso que
yo decida que mi material genético sea eliminado tendré constancia que asi se
realizara.

Entiendo que del presente estudio se derivaran los siguientes beneficios: de
demostrarse que la variedad genotipica D/D se asocie a un mayor desarrollo de
nefropatia diabética se justificaria el realizar en el paciente diabético estudios
epidemioldgicos para la identificacion de la poblacién en riesgo y ser mas estrictos
en las medidas farmacolégicas y no farmacolégicas de control en esta poblacion.
Es de mi conocimiento que seré libre de retirarme del presente estudio en el
momento que yo asi lo desee. También que puedo solicitar informacién adicional
acerca de los riesgos y beneficios de mi participacion en este estudio.

En caso de que decidiera retirarme, la atencidon que como paciente recibo en esta
instituciéon no se vera afectada.

Nombre Firma

Direccién

Fecha

Testigo Direccién

Testigo Direccién

Investigador Firma
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