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RESUMEN

Antecedentes: La enfermedad renal diabética (ERD) es una de las principales
complicaciones de la diabetes mellitus 2 (DM2). Los factores de riesgo clasicos asociados
al desarrollo de la ERD no explican por completo el deterioro de la funcion renal, lo que
sugiere la presencia de componentes genéticos asociados a la patogénesis. Objetivo:
Determinar la asociacion del polimorfismo rs741301 del gen ELMO1 con la ERD en
pacientes con DM2 de Chihuahua, México. Metodologia. Se incluyeron 398 pacientes
de diferentes unidades de salud del Estado de Chihuahua. Se dividieron en 2 grupos,
controles (DM2 sin ERD) y casos (DM2 con ERD), de acuerdo con la tasa de filtracion
glomerular. Del expediente clinico se capturaron las variables clinicas y bioquimicas. A
partir de sangre periférica se obtuvo el ADN gendmico y la genotipificacion se realiz6 por
PCR punto final. Resultados: La poblacion total y los grupos de estudio se encontraron
en equilibrio Hardy-Weinberg. La frecuencia del alelo menor (G) fue de 38% en poblacion
total, 41% en Cd. Chihuahua y 35% en Cd. Juarez. Los pacientes con menos de 15 afios
de evolucién de DM2 y con los genotipos AA (modelo de herencia dominante) o AA/GG
(sobredominante) mostraron mayor riesgo de desarrollar ERD (OR=2.72, p= 0.012, y
OR=2.94, p= 0.009, respectivamente), ajustado por presion arterial sistélica, glucosa y
biguanidas. La prevalencia de ERD fue mayor en Cd. Juarez (32%) comparado con Cd.
Chihuahua (27.13%). Conclusion: Los pacientes homocigotos AA (modelo dominante)
y los AA/GG (sobredominante) tuvieron casi 3 veces mas riesgo de desarrollar ERD, lo
cual confirma la participacion de factores genéticos.

Palabras clave. Enfermedad renal diabética, polimorfismos de nucledtido Gnico, gen
ELMOL1.



ABSTRACT

Background: Diabetic kidney disease (DKD) is one of the main complications of type 2
diabetes mellitus (T2DM). The classic risk factors associated with the development of
ERD do not completely explain the renal failure, suggesting the presence of the genetic
components related to the pathogenesis. Objective: To determine the association of the
rs741301 polymorphism of the ELMO1 gene with ERD in patients with T2DM from
Chihuahua, Mexico. Methodology. 398 patients from different health units in the State of
Chihuahua were included. They were divided into 2 groups, controls (T2DM without ERD)
and cases (T2DM with ERD), according to the glomerular filtration rate. The clinical and
biochemical variables were captured from the clinical record. Genomic DNA was obtained
from peripheral blood and genotyping was performed by endpoint PCR. Results: The
total population and the study groups were in Hardy-Weinberg equilibrium. The minor
allele (G) frequency was 38% in the total population, 41% in Cd. Chihuahua and 35% in
Cd. Juarez. Patients with less than 15 years of evolution of T2DM and with the AA
(dominant inheritance model) or AA/GG (overdominant) genotypes showed a higher risk
of developing ERD (OR=2.72, p= 0.012, and OR=2.94, p= 0.009, respectively), adjusted
for systolic blood pressure, glucose, and biguanides. The prevalence of DKD was higher
in Cd. Juéarez (32%) compared to Cd. Chihuahua (27.13%). Conclusion: Homozygous
AA (dominant model) and AA/GG (overdominant) patients had almost 3 times more risk
to develope ERD, which confirms the participation of genetic factors.

Keywords. Diabetic kidney disease, single nucleotide polymorphisms, ELMO1 gene.
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— MBG Membrana Basal Glomerular

— LRA Lesion Renal Aguda

— PA Presion Arterial

— PAS Presion Arterial Sistolica

— PAD Presion Arterial Diastolica

— HAS Hipertension Arterial Sistémica

— HbA1C Hemoglobina glucosilada



TFGe Tasa de Filtracion Glomerular estimada

UKPDS Estudio Prospectivo de Diabetes de Reino Unido (del inglés UK
Prospective Diabetes Study)

CKD-EPI Colaboracion en Epidemiologia de la Enfermedad Renal Crénica (del
inglés Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration)

ECV Enfermedad Cardiovascular

ISGLT2 Inhibidores del cotransportador de sodio y glucosa 2 (del inglés Sodium-
Glucose Cotransporter-2)

arGLP1 Agonistas del receptor del péptido similar al glucagén tipo 1 (del inglés
Glucagon-like peptidel)

ADA Asociacién Americana de Diabetes (American Diabetes Association)
KDIGO Enfermedad Renal: Mejora de los resultados globales (del inglés Kidney
Desease: Improving Global Outcomes)

NKF Fundacion Nacional del Rifion (del inglés National Kidney Fundation)
iDPP4 Inhibidores de la Dipeptidil Peptidasa 4

ARM Antagonistas de los Receptores de Mineralocorticoides

ECA Enzima Convertidora de Angiotensina

ARA-II Antagonistas de los Receptores AT1 de la Angiotensina Il

UACR Cociente albumina creatinina en orina (del inglés Urin Albumin-Creatinine
Ratio)

MODY Diabetes de inicio en la madurez de los jovenes (del inglés Maturity Onset
Diabetes of the Young)

APOL1 Apolipoproteina 1

SNPs Polimorfismos de un solo nucleotido (del inglés Single Nucleotide
Polymorphisms)

ARNmM Acido Ribonucleico mensajero

ELMOL1 Fagocitosis y motilidad cellular 1 (del inglés Engulfment and Cell Motility
1)

ADN Acido desoxirribonucleico (del inglés Deoxyribonucleic acid)

COX-2 Ciclooxigenasa-2 (del inglés Cyclooxigenase-2)



PCR Reaccion en Cadena de la Polimerasa (del inglés Polymerase Chain
Reaction)

RFLP Polimorfismos de Longitud de Fragmentos de Restriccion (del inglés
Restriction Fragment Length Polymorphism)

PCR ARMS Reaccion en Cadena de la Polimerasa del Sistema de Mutacion
Refractaria de Amplificacion de Tetracebadores (del inglés Tetra-Primer
Amplification Refractory mutation system-polymerase chain)

NOM Norma Oficial Mexicana

c-LDL Colesterol transportado por lipoproteinas de baja densidad (del inglés Low
Density Lipoprotein)

c-VLDL Colesterol unido a lipoproteinas de muy baja densidad (del inglés Very
Low Density Lipoprotein)

c-HDL Colesterol transportado por lipoproteinas de alta densidad (del inglés
Hight Density Lipoprotein)

IMC indice de Masa Corporal

IMSS Instituto Mexicano del Seguro Social

UMF Unidad de Medicina Familiar

HGZ Hospital General de Zona

IMPE Instituto Municipal de Pensiones

PPAR Receptores activados por proliferadores de peroxisomas

HWE Equilibrio de Hardy-Weinberg (del inglés Hardy-Weinberg Equilibrium).
EGO Examen general de orina

ENSANUT Encuesta Nacional de Salud y Nutricion

INSP Instituto Nacional de Salud Publica

GWAS Estudios de asociacion del todo el genoma (del inglés Genome wide

association study)



1. MARCO TEORICO

1.1 Enfermedad renal diabética

1.1.1 Epidemiologia

La diabetes mellitus (DM) es un problema de salud publica a nivel mundial. En el afio
2019, aproximadamente 500 millones de personas en el mundo estaban afectadas por
DM y se espera que este numero aumente a 693 millones para el afio 2045 (1). La
enfermedad renal diabética (ERD), antes conocida como nefropatia diabética, es el nuevo
termino medico introducido en 2007 por la Iniciativa de Calidad de los Resultados de la
Enfermedad Renal “Kidney Desease Outcomes Quality Iniciative” (KDOQI) (2).

La ERD es la principal causa de enfermedad renal cronica (ERC) y terminal (ERT) a nivel
mundial (2), ocurre en pacientes con diabetes mellitus (DM) y funcion renal reducida que
puede deberse a causas diversas, incluidas la nefroesclerosis hipertensiva y la lesion
renal aguda no resuelta (3). La ERD es una de las complicaciones mas frecuentes y
graves de la diabetes mellitus (DM) asociada a una mayor morbilidad y mortalidad en
dichos pacientes (4). Se estima que del 20 a 50% de los pacientes diabéticos desarrollan
ERD. En el Reino Unido se reporta que aproximadamente del total de pacientes que
inician terapia de reemplazo renal, el 28% es causado por ERD, en Estados Unidos el
44% y en Australia el 38% (5). En México no se cuenta con datos epidemiologicos
precisos, el Instituto Nacional de Salud Publica (INSP), reporto que en 2020 habia 6.2
millones de pacientes con ERD en diferentes etapas de la enfermedad y de acuerdo con
datos de la Guia de Practica Clinica (GPC-IMSS-335-19) “Prevencion y Tratamiento de
la Enfermedad Renal Crénica”, en México el 59% de los casos de ERC son causados por
DM2 (ERD) (6). La prevalencia de la ERD varia entre los diferentes grupos étnicos,
siendo mas prevalente en los afroamericanos, los nativos americanos y los

mexicoamericanos en comparacion con los europeos americanos (3).




1.1.2 Patogenia

La patogenia del desarrollo y la progresion de la ERD es compleja y multifactorial, con la
participacion de diferentes vias metabdlicas y mediadores (8) (4), ocasionando una
homeostasis anormal, con cambios hemodinamicos y trastornos metabdlicos (2). Los
cambios metabdlicos criticos que afectan la hemodinamica renal y promueven la
inflamacion y fibrosis en la diabetes temprana incluyen la hiperglicemia, y la
hiperaminoacidemia, un promotor de la hiperfiltracion e hiperperfusion glomerular (4) (7).
El resultado de una homeostasis anormal conduce a la generacion y circulacién de
productos finales de glicaciébn avanzada, sintesis de factores de crecimiento, cambios
hemodindmicos y hormonales (3). Los cambios hemodinamicos y metabdlicos provocan
la activacion del sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), aumento de la
excrecion de productos metabolicos, factores de crecimiento proinflamatorios (factor de
crecimiento transformante-B1 (TGF-B1), el factor de crecimiento del tejido conjuntivo
(CTGF), profibroticos, quimiocinas y desregulacion de una serie de cascadas de
sefializacion intracelular, como la proteina quinasa activada por mitdgenos (MAPK) y la
proteina quinasa C (PKC), ambas asociadas al estrés oxidativo, inflamacion vy fibrosis,
asi como el sistema del complemento (2) (4). Por otro lado, cada una de las vias alteradas
en la DM causa dafio a través de multiples mediadores e interactia con otras vias, es
decir, existe gran superposicion entre estas Ultimas y los mediadores (4). En conjunto,
las alteraciones previamente mencionadas dan como resultado hiperfiltracién glomerular,
albuminuria e hipertension (3). La hiperfiltracion glomerular es una consecuencia
caracteristica de la diabetes temprana. En general, se observa entre 10% a 75% de los

pacientes con DM1 y hasta en 40% de los pacientes con DM2 (7) (8).

1.1.3 ERD no proteinurica

En general es causada por anomalias en el sistema vascular y tubulointersticial. En
relacion a las anomalias del sistema vascular, el aumento en la resistencia vascular de
la arteria interlobar causa dafio a las estructuras glomerulares, tubulares y fibrosis
intersticial (asociado con episodios previos de lesion renal aguda); la existencia de un

tubulo bien conservado conduce a una reabsorcion significativa de albumina del filtrado




glomerular, lo que resulta en disminucion de la excrecion de albumina a niveles
normoalbumindricos y aumento de la arteriosclerosis intrarrenal en contraposicion a los

cambios de la glomeruloesclerosis clasica presente en sujetos albuminuricos (4).

Diabetes mellitus

» Hiperglicemia
» Angiotensina Il

1
l i
| I
| |
' |
> AGEs . : , -
» Especies reactivas de / | I
oxigeno : Cel T Mastocito |
| ICAM-1 VCAM-1 :
| B
| . I
HEJEJEIEJEIR IR
I )
| |
| =y I
4'_ Activacion y reclutamiento de células inmunes :
o o0
R X
o o°
Citocinasy
quimiocinas
. — .Respuestg NF.xg,
Liberacion de inflamatoria JAK-STAT
DAMPs
\
o \ DAMP oo \
© © Activacién de PRRs/ oP \|
LA Receptor de . U
superficie Moléculas G
2 de adhesion N(-‘:‘fro'pf!tla
diabética
Hipertrofia Fusion Engrosamiento Dafio célula Fibrosis
mesangial podocitaria MBG epitelial intersticial

Figura 1. Resumen de la patogenia de la ERD. En el entorno diabético, la hiperglucemia, los AGEs, la
angiotensina Il y el estrés oxidativo activan una variedad de cascadas de sefializacion que estimulan el
reclutamiento y la activacion de células inmunitarias para promover el desarrollo de inflamacion y, en ultima
instancia, conducen a la serie de cambios patol6gicos de la ERD. AGEs, productos finales de glicacion
avanzada; DAMPs, patrones moleculares asociados al dafio; PRR, receptores de reconocimiento de

patrones; MBG, membrana basal glomerular. Adaptado de Chen et al., 2022 (9)




1.1.4 Factores de riesgo

Los factores de riesgo pueden ser clasificados de forma conceptual, como factores de
susceptibilidad (ej. edad, sexo, razal/etnia e historia familiar), factores de iniciacion
((hiperglucemia y lesion renal aguda (LRA)) y factores de progresion (hipertension,
habitos dietéticos y obesidad) (4) (7). Otra clasificacion de los factores de riesgo los divide
en modificables y no modificables, los factores modificables incluyen hipertension, control
del nivel glucémico, dislipidemia y tabaquismo. Los factores de riesgo no modificables
son la raza, edad, gestacion, perfil genético y sexo. Los pacientes con antecedentes
familiares de ERD son mas susceptibles de desarrollar la ERD, asi como los pacientes
masculinos con DM (10). Niveles elevados de HbAlc, proteinuria, presion arterial sistolica

(PAS) y habitos aumentan el riesgo de ERD en pacientes con DM (11).

Diversos genes, como ACE, APOC1, GREM1, REM1, UNC13B, ALR2, APOE, CARS,
CPVL/CHNZ2, eNOS, EPO, FRMD3, HSPG2 y VEGF, se han asociado a ERD. Un estudio
en sujetos asiaticos con DM2 reporto asociacion entre los genes ELMO1, CCR5y CNDP1
y la ERD. Los genes polimérficos de ADIPOQ, PAI-1, TGFB1 y PPARy también se han

estudiado y se ha demostrado que tienen un papel crucial en el desarrollo de la ERD (10).

Tabla 1. Factores de riesgo para Enfermedad Renal Diabética

Factor de riesgo Susceptibilidad Inicio Progresion
Demograficos
Mayor edad +
Sexo (hombre) +
Raza/Etnia (Negro, Indio Americano, + +

Hispano, Asiatico/Pacifico Islandés)
Hereditarios

Historia Familiar de ERD +
Enfermedades genéticas renales +
Condiciones sistémicas
Hiperglicemia + +
Obesidad + + +
Hipertension + + +
Lesién renal
Lesion renal aguda + +
Toxinas + + +
Tabaquismo + +
Factores dietéticos
Alta ingesta proteica + +

ERD Enfermedad Renal diabética
Adaptado de Alicic et al., 2017 (7)




1.1.5 Cuadro clinico e historia natural de la enfermedad

La evolucién natural y la progresion de la ERD son similares en la DM1 y la DM2. Sin
embargo, la evolucién temprana de la ERD se ha estudiado mejor en la DM1, porque hay

una correlacion mas exacta entre el inicio de la enfermedad y el momento del diagnéstico

(4).

El desarrollo de la ERD se divide en cinco etapas o estadios (Figura 2), basado en la
propuesta de Mogensen (4). La fase inicial se caracteriza por concentraciones séricas de
creatinina y electrolitos normales, asi como normoalbuminuria. Las concentraciones de
glucosa elevada producen hiperfiltracion glomerular que conduce a cambios
anatomopatologicos sutiles con el engrosamiento de la membrana basal glomerular
(MBG). El estadio 2 se desarrolla silenciosamente durante muchos afios, involucra el
desarrollo de expansion mesangial leve a severa, dos afios después del inicio del
engrosamiento de la MBG vy la proliferacion mesangial, no hay sintomas clinicamente
significativos. En la tercera etapa, estadio 3 o nefropatia diabética incipiente, aparece
dafio glomerular, albuminuria moderadamente elevada de 30-300 mg al dia y esclerosis
nodular. La cuarta etapa o estadio 4 es la nefropatia diabética manifiesta, con
glomeruloesclerosis diabética avanzada, en la que las lesiones tubulointersticiales y
vasculares son prominentes, ademas de la presencia de proteinuria elevada y persistente
mas de 300 mg al dia. El estadio 5 o etapa final es la insuficiencia renal terminal con una
tasa de filtracién glomerular estimada (TFGe) por debajo de 15 mL/min por 1.73 m? con

desarrollo de uremia (12,13).

En algunos pacientes, la ERD no sigue el patrén clasico de hiperfiltracién glomerular que
progresa a albuminuria persistente asociada con hipertension y disminucién de la TFGe.
En el Estudio Prospectivo de Diabetes del Reino Unido (UKPDS) 60% de los pacientes
que desarrollaron ERT no tenian albuminuria previamente y el 40% nunca desarrollo
albuminuria durante la duracién del estudio, o que sugiere que la albuminuria es una
condicion dinamica y fluctuante en lugar de un proceso linealmente progresivo (7),
mientras que la perdida de la tasa de filtracion glomerular una vez iniciada, continua

progresando inevitablemente hasta condicionar ERT aunque a tasas muy variables (8).
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Diagnostico

Hiperglucemia

Lesion celular Expansion mesangial, glomeruloesclerosis, fibrosis tubulointersticial e inflamacion
Microalbuminuria Macroalbuminuria
TFG Alta Normal Bajo ERCT
Hipertensidn ‘

Enfermedad cardiovascular, infecciones, muerte |

Complicaciones renales

Afios 2 5 10 20 30

Figura 2. Modelo conceptual de la historia natural de la ERD. La duracion de la diabetes, en afios, se presenta en
el eje horizontal. La linea de tiempo esta bien caracterizada para la diabetes mellitus tipo 1; para la diabetes mellitus
tipo 2, la linea de tiempo puede diferir de la ilustracion debido al tiempo variable del inicio de la
hiperglucemia. *Complicaciones renales: anemia, alteraciones del metabolismo 6seo y mineral, retinopatia y
neuropatia. Adaptado de Alicic et al., 2017 (7).

1.1.6 Diagnéstico

En la mayoria de los casos el diagnéstico de la ERD se realiza de forma clinica. La biopsia
renal es el estdndar de oro para el diagndéstico y determina el prondstico, pero al ser una
técnica invasiva y costosa, en la mayoria de los centros solo se realiza cuando se
sospecha de otra patologia agregada a la ERD (1) (5). El diagndstico clinico se basa en
la medicion de la TFGe y albuminuria junto con caracteristicas clinicas, como la duracion
de la diabetes y la presencia de retinopatia diabética (7), sin embargo, la ausencia de
retinopatia diabética no excluye el diagnostico, ya que hasta 40-45% de los pacientes

con DM2 y ERD no presentan retinopatia diabética al momento del diagnaéstico (3).

La TFGe se calcula a partir de la concentracion de creatinina sérica. La ecuacion del
grupo de Colaboracion en Epidemiologia de la Enfermedad Renal Crénica (CKD-EPI, de
las siglas en inglés Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration) es mas precisa,
particularmente a niveles de TFGe en el rango normal o casi normal (14). La confirmacion

de albuminuria o TFGe baja requiere dos mediciones anormales con al menos 3 meses
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de diferencia. Si hay caracteristicas atipicas de ERD, entonces se deben considerar otras

causas de enfermedad renal (7).

La albuminuria se clasifica en 3 grados de severidad (A1-A3) de acuerdo a su medicién
en la recoleccion de orina de 24 hrs y/o en la determinacion del cociente albumina
creatinina en orina aleatoria (UACR) (Tabla 2) (15).

Tabla 2. Categorias de albuminuria Pautas KDIGO

Categorias de albumina urinaria

Medida Normal o levemente Moderadamente Severamente
aumentado (A1) aumentado (A2) aumentado (A3)

Tasa de excrecion de albumina <30 30-300 > 300
(mg por 24hrs)
Relacion albumina/creatinina

<30 30-300 > 300
(mg/g)
Relacion albumina/creatinina <3 330 > 30
(mg/mmol)

Adaptado de Boer et al., 2020 (15)

En la DM1, se puede realizar un diagnoéstico clinico de ERD cuando existe albuminuria
moderada (A2) o grave (A3) persistente, o una reduccion persistente de la TFGe a <60
mL/min/1.73 m?, que se produce al menos 5 afios después del inicio de la diabetes DM1.
En mas del 95% de los casos, también estara presente la retinopatia diabética. No se
requiere albuminuria para hacer un diagnostico de ERD en el contexto de una TFGe
persistentemente reducida pero en este escenario clinico se deben descartar otras
formas de enfermedad renal no albumindrica, al igual que la albuminuria en ausencia de

retinopatia (5).

En la DM2, el diagnéstico clinico puede ser mas complicado y dificil debido a la mayor
heterogeneidad de la presentacion clinica, aunque se aplican los mismos criterios de
albuminuria persistente o TFGe persistentemente reducida. Como en la DML, la
albuminuria no tiene que estar presente para hacer un diagnostico de ERD siempre que

la TFGe persista <60 mL/min/1.73 m?. La duracién mas prolongada de la diabetes y la




presencia de retinopatia son indicadores importantes para el diagnéstico cuando estan
presentes, pero nila duracion breve de la diabetes ni la ausencia de retinopatia descartan
ERD en la DM2. Por lo tanto, es importante evaluar las caracteristicas que pueden indicar
formas alternativas de enfermedad renal y proceder a la biopsia renal cuando existe
incertidumbre diagnéstica (5).

En la DM1 y en la DM2, la confirmacién de albuminuria o TFGe baja requiere dos
mediciones anormales con al menos 3 meses de diferencia. Si hay caracteristicas
atipicas de ERD, entonces se deben considerar otras causas de enfermedad renal. Las
caracteristicas atipicas incluyen la presencia repentina de TFGe baja o disminucién
rapida de la TGFe, aumento abrupto de la albuminuria o desarrollo de sindrome nefrotico
o nefritico, hipertension resistente al tratamiento, signos o sintomas de otra enfermedad
sistémica y una disminucion de mas del 30% de TFGe dentro de los 2 a 3 meses

posteriores al inicio del tratamiento con un inhibidor del sistema renina-angiotensina (7).
1.1.7 Tratamiento y manejo

El manejo 6ptimo de la ERD debe ser multidisciplinario y multifuncional. Dado que la
morbilidad mdultiple es comln en este grupo de pacientes, la atencion generalmente
involucra muchas especialidades que incluyen nefrologia, cardiologia, oftalmologia,
neurologia y cirugia ortopédica, entre otras. El equipo multidisciplinario incluye la
colaboraciéon de médicos, enfermeras, dietistas, educadores, técnicos de laboratorio,

poddlogos asi como miembros de la familia (15).

El tratamiento de los pacientes con ERD se puede dividir en 4 &reas principales:
reduccion del riesgo cardiovascular, control glicémico, control de la presién arterial (PA)

e inhibicidon del sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA) (3).
1.1.7.1 Reduccién del riesgo cardiovascular

Los pacientes con ERD tienen un aumento significativo del riesgo cardiovascular, lo que
justifica una modificacion agresiva de los factores de riesgo cardiovascular (5), ademas
del adecuado control glicémico, como la terapia para reducir los lipidos, control de la
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hipertension, obesidad y los factores del estilo de vida, como la dieta, el tabaquismo y la
actividad fisica (15). La aspirina generalmente debe usarse de por vida para la prevencion
secundaria en pacientes con enfermedad cardiovascular (ECV) establecida, con terapia
antiplaquetaria dual utilizado en pacientes después de un sindrome coronario agudo o
una intervencion coronaria percutdnea segun las guias clinicas. La aspirina se puede
considerar para la prevencion primaria entre individuos de alto riesgo, pero debe
sopesarse frente a un mayor riesgo de hemorragia, incluida la trombocitopatia con TFGe
baja; aunque el riesgo de eventos trombéticos y embdlicos es alto, aun no se ha
establecido la dosis optima de la terapia antiplaguetaria y antitrombética en la ERD (15).

1.1.7.2 Control glicémico

La prevencion de las complicaciones diabéticas, en particular la ERD, mediante un control
glucémico intensivo y estricto a largo plazo desde el inicio de la evolucion de la diabetes
esta bien establecida para la DM1 y la DM2 (7). El control metabdlico estricto disminuye
el riesgo de aparicion y progresion de la ERD. Para ello, continta siendo prioritario el
tratamiento con metformina, asociado a los nuevos antidiabéticos inhibidores del
cotransportador de sodio y glucosa 2 (iISGLT2) y/o agonistas del receptor del péptido
similar al glucagon tipo 1 (arGLP1) en el manejo de la DM2 (15) (16,17) . Sin embargo,
no se ha demostrado que el control intensivo de la glucosa después del inicio de las
complicaciones o en la diabetes prolongada reduzca el riesgo de progresion del dafio

renal o mejore los resultados clinicos generales (7).

La Asociacion Americana de Diabetes (ADA) y las guias KDIGO (Kidney Disease
Improving Global Outcomes) recomiendan que los objetivos de glucemia se adapten a la
edad, las comorbilidades y la esperanza de vida de cada paciente (15) (18). Los objetivos
mas estrictos, como HbAlc <6.5%, pueden ser razonables para pacientes con diabetes
de menor duracion, edad mas joven, ausencia de complicaciones y una esperanza de
vida mas larga. Por el contrario, se recomiendan objetivos menos estrictos de HbAlc <8%
para pacientes con diabetes de larga evolucién, edad avanzada, complicaciones micro y
macrovasculares y esperanza de vida limitada (15). Las guias de la Fundacion Nacional
del Rifon (NKF KDOQI) y KDIGO recomiendan un objetivo de HbAlc de
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aproximadamente 7.0% para prevenir o retrasar la progresion de las complicaciones
microvasculares de la diabetes. Sin embargo, los pacientes con riesgo de hipoglucemia,
como los que tienen diabetes y enfermedad renal avanzada, no deben recibir tratamiento
hasta alcanzar un objetivo de HbAlc <7.0% (15) (19).

<6.5% HbA1c <8.0%
|
< ERCG1 Gravedad de la ERC ERCGS>
< Ausente / menor Complicaciones macrovasculares Presente / BI’GVG>
< Pocos Comorbilidades M"°h°5>
< Largo Esperanza de vida Corto>
<Presente Conciencia de hipoglucemia Daﬁado>
<Disponib|e Recursos para el manejo de la hipoglucemia Escaso>

( Bajo Propension del tratamiento a causar hipoglucemia Alto >

Figura 3. Factores que guian potencialmente las decisiones respecto a las metas individuales de
HbAlc. ERC, enfermedad renal crénica; G1, tasa de filtracion glomerular estimada (TFGe) = 90 mL/min

por 1.73 m2; G5, TGFe < 15mL/min por 1.73 m2; HbAlc, hemoglobina glucosilada. Adaptado de Boer et
al., 2020 (15).

Los iISGLT2 ademas de su efecto en el control glucémico, han demostrado reducir de
forma significativa y clinicamente relevante el riesgo de albuminuria y progresion de la
nefropatia, reduccion de los niveles de creatinina sérica e inicio de la terapia de
reemplazo renal(20-22). Por otro lado, los agentes terapéuticos a base de
incretina, como los arGLP-1 y los inhibidores de la dipeptidil peptidasa 4 (iDPP4), debido

a sus acciones vasotrépicas, se considera que poseen potencial para reducir el riesgo
de ERD (22-25)
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Los antagonistas de los receptores de mineralocorticoides (ARM) no se consideraban
adecuados para el tratamiento de la ERD debido a su efecto adverso de hiperpotasemia,
sin embargo, la finerenona, un ARM no esteroideo, reduce significativamente el
compuesto renal sin hiperpotasemia grave y se ha demostrado su impacto en la reduccion
de la progresion de la ERD, disminucion de la albuminuria y reduccion de la mortalidad y

riesgo cardiovascular(26).

Los principales tratamientos de la ERD incluyen a los inhibidores de SRAA, los inhibidores
de SGLT2, los agentes terapéuticos basados en incretinas y los ARM no esteroideos, 0

en otras palabras, los “cuatro fantasticos” de la ERD (22).
1.1.7.3 Control de la hipertension.

La hipertension arterial sistémica (HAS) es uno de los principales factores de riesgo para
el desarrollo y progresion de la ERC (27). Los estudios observacionales han relacionado
la presencia de hipertension con el desarrollo de albuminuria moderadamente elevada
(30-300 mg/g, A2), proteinuria manifiesta y disminucion de la funcion renal, asi como
mayor tasa de eventos cardiovasculares y renales con el aumento de la presién arterial

(PA) persistente y se reducen progresivamente con la terapia que disminuye la PA (3).

Las pautas KDIGO de 2021 recomiendan iniciar inhibicibn del sistema renina
angiotensina (inhibidor de ECA o ARA-II) para personas con presion arterial alta, ERC y
albuminuria aumentada de moderada a severa (G1-G4, A2 y A3) en pacientes con
diabetes (28).

La ADA, recomienda niveles de PA <140/90 mmHg para reducir la mortalidad por ECV y
retrasar la progresion de la ERC entre las personas con diabetes, asi como sugiere
considerar objetivos de PA mas bajos (p. €j., <130/80 mmHg) en funcion de los beneficios
y riesgos anticipados individuales de los pacientes, como es el caso de los pacientes con
ERD. Recomienda los inhibidores de la ECA o ARA-Il como agentes de primera linea
para el tratamiento de la PA entre pacientes con diabetes, hipertension, TFGe <60
mL/min/1.73 m? y UACR 2300 mg/g (27).
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Las pautas de practica clinica KDOQI del 2007 recomiendan un objetivo de PA en
pacientes con diabetes y en los estadios 1 a 4 de la ERC < 130/80 mmHg, con inhibidores
de la ECA y/o ARA-II como farmacos de primera linea. Mientras que en los pacientes
normotensos con albuminuria recomienda el tratamiento con inhibidor de la ECA o ARA-

Il para reduccién de la albuminuria (29).
1.1.7.4 Inhibicidn del sistema renina angiotensina aldosterona

Las pautas KDIGO de 2020 recomiendan el tratamiento con un inhibidor de la enzima
convertidora de angiotensina (inhibidor de la ECA) o un bloqueador del receptor de
angiotensina (ARA-II) en pacientes con diabetes, hipertension, y albuminuria, y que estos
medicamentos sean titulados a la dosis mas alta tolerada. Monitorizar las cifras de presion
arterial, creatinina y potasio sérico dentro de 2-4 semanas de iniciar el tratamiento con
IECA o ARA-II, continuar el tratamiento, al menos de tener un incremento en las cifras de
creatinina mayor al 30%, en caso de hiperkalemia sugieren utilizar medidas para
reduccion del potasio en vez de la reduccion o suspension de la terapia (15).

Existe evidencia inequivoca de que el bloqueo del sistema renina-angiotensina con un
inhibidor de la ECA o un ARA-Il reduce la progresién de la ERD en pacientes con
macroalbuminuria. Sin embargo, la terapia combinada (un inhibidor de la ECA y un ARA-
Il administrados juntos), no es recomendable ya que aumenta el riesgo de efectos

secundarios graves, principalmente hiperpotasemiay LRA, y no ofrece beneficios clinicos

(7).
1.2 Factores de riesgo genéticos

Desde un punto de vista genético, la diabetes se puede clasificar en dos categorias:
monogeénica, que incluye la diabetes mellitus neonatal y la diabetes de inicio en la
madurez de los jovenes (MODY), y poligénica, que incluye la DM1 y la DM2 (2). También
se han descrito varios genes candidatos relacionados a la ERD (Figura 4), algunos genes
funcionan como reguladores fundamentales de la patogenia, como los relacionados con

el glucometabolismo y el metabolismo de los lipidos (30). Las mutaciones del gen
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apolipoproteina 1 (APOL1), se han asociado a aumento del riesgo de padecer ERD en
poblacion de Africa central y Occidental, nativos americanos y mexicoamericanos (3).
Aunque la mayoria de los genes identificados han sido fuertemente asociados con el
inicio de la ERD, son incapaces de explicar el mecanismo de herencia, lo que refleja la
existencia de factores de riesgo mas alla de las variaciones de la secuencia genética,

como la epigenética (2).

Metabolismo de Metabolismo de la

lipidos ~ eeeeeeeeeeees glucosa

GCKR

ADIPOQ TCFli2 =~ -

Gtios ACACh Angiogénesis
" RAB38/CTSC
VEGFA
SLC12A3 e EPO
ELMO1
ACE I/D
TGF-B1 FRMD3
Inflamacion y AGTRI
estrés oxidativo SHROOM3

------
.........

Sistema RAAS
Estructuray

funcion renal

Figura 4. Los genes de susceptibilidad en la ERD. Estos genes se dividen en diferentes categorias
segun sus funciones principales. Adaptado de Wei et al., 2018 (30).

Numerosos polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) se han identificado en varios
genes que parecen desempefiar un papel importante en la susceptibilidad genética de la
ERD (31), y que pueden contribuir al desarrollo y progresion de complicaciones de la
misma, al influir en la expresion de genes, la estabilidad del ARN mensajero (ARNm) y/o
la eficiencia de la traduccion (32), como el gen ELMOL1 (del inglés Engulfment and Cell
Motility 1) entre otros (30).
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1.2.1 Polimorfismos

1.2.2 Polimorfismos de un solo nucleétido

Los SNPs son variaciones en la secuencia de ADN donde un nucle6tido es sustituido por
otro y son el tipo de variacion genética mas comun en los humanos. La frecuencia de un
SNP se debe encontrar en mas del 1% de la poblacion estudiada, si es menor del 1% se
considera una mutacion puntual (33). EI genoma humano comparte un 99.9% de similitud
en su secuencia entre individuos no relacionados, el 0.1% restante da lugar a la
variabilidad genética y fenotipica, la cual esta relacionada principalmente con SNPs y
otros polimorfismos. (34). Diversos SNPs se han asociado a la susceptibilidad o
resistencia individual a padecer distintas enfermedades y en menor grado se han
asociado otros polimorfismos como las inserciones, deleciones, secuencias repetidas y
rearreglos cromosomicos (33). Se han descrito mas de 10 millones de SNPs y se estima
gue existen aproximadamente 20 millones, con una distribucién aproximada de uno por
cada 100-300 nucleédtidos (34). Los SNPs pueden estar presentes en regiones
codificantes y provocar un cambio en un aminoacido, conocido como “no sinénimo”, los
SNPs que no cambian el aminoacido son llamados “sinébnimos” o silenciosos (33). Los
SNPs pueden localizarse en diferentes regiones de la secuencia de ADN y segun su

localizacion en el genoma se clasifican en:

e iSNP: Regiones intrénicas.

e CNSP: Regiones codificantes (exones)
e ISNP: Regiones reguladoras

e gSNP: Regiones intergenomicas (33).

1.2.3 Polimorfismos del gen ELMO1

El gen ELMOL esta localizado, en los humanos, en el cromosoma 7pl14.2-14.1, y codifica
para una proteina de sefalizacion citoplasmatica conservada evolutivamente, que
promueve la reorganizacion del citoesqueleto de actina, la migracion celular a través de
la activacion de la proteina Racl y la fagocitosis de células apoptoticas. La proteina

ELMOL1 es regulada por lo niveles de glucosa y participa en la activacion transcripcional
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del TGF-B1, que a su vez incrementa la expresion de otros genes de la matriz extracelular
(35) (36) (37). Figura 5.

ELMOL1 se considera crucial en la patogénesis de la ERD, estudios funcionales han
encontrado que un alto nivel en la expresion de ELMO1 agrava la progresion de la ERD
y viceversa; en ratones Akita la gravedad de la fibrosis renal, los cambios en la
ultraestructura de la MBG y la excrecion urinaria de albumina se ha relacionado de forma
paralela a la expresion genética de ELMO1; se han propuesto 2 posibles mecanismos
por los cuales ELMOL esta asociado a la patogenia de la de la ERD, ya que promueve la
produccion de especies reactivas de oxigeno, lo cual se relaciona a mayor estrés
oxidativo y dafio oxidativo renal, otro de los mecanismos es que favorece la fibrosis renal,
la expresion aumentada de ELMO1 promueve la expresion de genes fibréticos como
TGF-B1, e inhibe la expresion de genes anti fibréticos, como los genes de
metaloproteinasas de la matriz, dando lugar a la acumulaciéon excesiva de matriz
extracelular, engrosamiento de la membrana basal glomerular, e inicio y progresion de la
glomeruloesclerosis diabética; ELMO1 también sirve como regulador de la
ciclooxigenasa-2 (COX-2) la cual agrava la lesiébn glomerular y por tanto estimula la
acumulacion de fibronectina mediada por COX-2 en el desarrollo de la

glomeruloesclerosis (38,39). Figura 5.

Ciertas variantes de ELMO1 se han asociado con ERD en diferentes poblaciones,
Shimazaki et al. 2006, identificaron una variante de ELMO1 localizada en el intrén 18, en
poblacién japonesa (37), Bayoumy et al., 2020, en Egipto (40), Hou et al., 2019, en China
(41), Mehrabzadeh et al., 2015, en Iran (42). Las variantes en el intron 13 se asociaron a
ERD en poblacion de Estados Unidos, Hanson et al., 2010, (43), en poblacion
afroamericana (44). Ramirez-Garcia et al., 2015, estudiaron la asociacion de la variante
en el intron 13 en poblacion mexicana, Unicamente en asociacion al desarrollo de DM2
(36).
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2. ANTECEDENTES

En la siguiente tabla se muestran algunos de los antecedentes particulares de este

estudio.
Tabla 3. Antecedentes de estudio
Autor, aino, Grupos de estudio y Técnica de Hallazgo
pais (Ref.) pacientes evaluacion Asociacion con ERD OR (IC 95%),
rs741301 valor p/Frecuencias genotipicas y
alélicas
Wu et al.,, 2013 Casos y controles Sequenom Modelo codominante
China (45) 77 DM2 sin ERD MassARRAY Alelo A OR=3.27 (1.10-9.72), p=0.03
123 DM2 con ERD
Frecuencias casos
AA 60%, AG 33%, GG 7%, A77%, G
23%
Frecuencias controles
AA 40%, AG 47%, GG 13%, A 64%,
G 36%
Bayoumy et Casos y controles PCR en tiempo Modelo recesivo
al., 2020. 200 DM2 sin ERD real y GG OR=2.7 (1.4-5.3) p=0.016,
Egipto (40) 200 DM2 con ERD discriminacién  Alelo G OR=1.9 (1.5-2.9), p < 0.001
100 pacientes sanos alélica (ADPCR)
Frecuencias casos
AA 62%, AG 90%, GG 48%,
A 53.5%, G 46.5%
Frecuencias controles
AA 86%, AG 92%, GG 22%,
A 66%, G 34%
Hou et al., Casos y controles PCR punto final Modelo codominante
2019. China 660 DM2 con ERD Genotipificacion GG OR=2.04 (1.29-2.82), p <0.001
(41) 665 DM2 sin ERD por RFLP Alelo G OR=1.75 (1.19-2.28),
p<0.001
Frecuencias casos
AA 49.2% AG 40.2% GG10.6%
A 69.3%, G 30.7%
Frecuencias controles
AA 64.7% AG 30.4% GG 5%
A 79.8%, G 20.2%
Mehrabzadeh Casos y controles PCR ARMS con Modelo codominante
et al., 2015. 100 DM2 con ERD tetracebador GG OR=2.5 (1.2-5.4) p=0.01, Alelo G
Iran (42) 100 DM2 sin ERD OR=1.7 (1.17-2.63), p =0.005

100 pacientes sanos

Frecuencias casos

AA: 32%, AG: 42%, GG: 26%
A: 53%, G: 47%

Frecuencias controles

AA: 45%, AG: 43%, GG: 12%
A:66.5%, G:33.5%
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*Hanson et al., Casos y controles ADPCR No hubo asociacién
2010. Estados 107 DM2 con ERD Alelo C OR=1.2 (0.83-1.75), p=0.335
Unidos (43) 108 DM2 sin ERD
Frecuencias casos:
CC: 30%, CT:50%, TT: 20%
C:55%, T: 45/%
Frecuencias controles:
CC: 29%, CT:42%, TT 29%
C: 50%, T: 50%

Kwiendacz H. Casos y controles PCR punto final No hubo asociacién
et al., 2020. 117 DM2 con ERD
Polonia (46) 155 DM2 sin ERD Frecuencias casos

AA: 45%, AG: 41%, GG 14%
A: 66%, G: 30%
Frecuencias controles
AA: 50%, AG 40%, GG 10%
A: 70%, G 30%
*Hanson et al., 2010 Utilizan la nomenclatura para reportar los alelos de rs741301 con base a la cadena codificante, la

mayoria de los autores reportan los alelos de este SNP con base a la cadena complementaria. Abreviaturas: ERD=
Enfermedad Renal Diabética, OR= Razén de momios, IC= Intervalo de confianza, Valor de p <0.05 se considerd
estadisticamente significativo. PCR= Reaccién en cadena de la polimerasa, RFLP= Polimofismos de Longitud de
Fragmentos de Restriccion, PCR ARMS= Reaccion en Cadena de la Polimerasa del Sistema de Mutacion Refractaria
de Amplificacion de Tetracebadores, ADPCR= Reaccion en Cadena de la Polimerasa y Discriminacion alélica.

3. DEFINICION DEL PROBLEMA

La ERD es una de las principales complicaciones de la DM, los factores de riesgo clasicos
bien establecidos, asociados al desarrollo de ERD incluyen hiperglucemia sostenida,
tiempo de evolucion de la DM2, hipertension y dislipidemia, entre otros, sin embargo, a
pesar que varios de estos factores pueden ser controlados, persiste el deterioro de las
funciones renales, lo que sugiere la presencia de componentes genéticos en la
patogénesis de la ERD (12,30,32,40), ante lo cual se planted6 la siguiente pregunta de

investigacion:

¢ Existe asociacion del polimorfismo rs741301 del gen ELMO1 con ERD en pacientes con
DM2 de Chihuahua, México?
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4. JUSTIFICACION

La DM es un problema de salud a nivel mundial, que presenta una elevada mortalidad,
morbilidad y es la principal causa de ERT y trasplante renal, ademas, es un factor de
riesgo para desarrollar ECV (40,41). Aproximadamente 40% de los pacientes con DM2
desarrollan ERD (47), hipertension y falla renal que puede llegar a requerir dialisis o

trasplante (31).

Los factores de riesgo clasicos asociados al desarrollo de ERD no explican por completo
el deterioro de la funcién renal en los pacientes afectados, lo que sugiere la presencia de
otros factores asociados al inicio, progresion y complicaciones de la ERD, como los
factores genéticos y epigenéticos. Estudios previos han descrito SNPs dando lugar a
variantes alélicas y genotipicas que se asocian al desarrollo de la ERD como el gen
ELMOL1 en diferentes poblaciones, como de China y Egipto (40,41). Sin embargo, no hay
estudios en poblacién mexicana que hayan reportado la asociacion de polimorfismos del
gen ELMO1 con ERD. La poblacién mexicana ha derivado de una gran diversidad
genética dada por la mezcla de los pueblos indigenas (amerindios), europeos y africanos
(35,48,49). Consideramos que este estudio es importante para generar conocimiento
como conocer las frecuencias genéticas y alélicas del polimorfismo rs741301 en
poblacién mexicana, en este caso en pacientes con DM2 del Estado de Chihuahua, y ver
el potencial predictivo que pudiera tener si se encuentra asociacién con la ERD para la

toma de decisiones futuras en el sistema de salud.

El estudio es factible, ya que se cuenta con los recursos técnicos, econémicos y
operativos para su desarrollo en el tiempo sefalado y los investigadores cuentan con

conocimientos de metodologia y experiencia clinica en esta linea de investigacion.
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5. HIPOTESIS

Hipotesis de trabajo: Existe asociacion del polimorfismo rs741301 del gen ELMOL1 con

ERD en pacientes con DM2 de Chihuahua, México.

Hipotesis nula: No existe asociacion del polimorfismo rs741301 del gen ELMO1 con
ERD en pacientes con DM2 de Chihuahua, México.

6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Determinar si existe asociacion del polimorfismo rs741301 del gen ELMO1 con ERD en

pacientes con DM2 de Chihuahua, México.
6.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar a la poblacién de estudio de acuerdo a su funcién renal y clasificarlos en
dos grupos: sin ERD (controles) y con ERD (casos).

2. Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas, asi como determinar el equilibrio

Hardy-Weinberg en la poblacion de estudio.

3. Mediante el anélisis estadistico determinar si existe asociacién entre el SNP rs741301

del gen ELMOL1 con ERD en pacientes con DM2 de Chihuahua, México.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Disefio del estudio
Estudio observacional, descriptivo, transversal, retrospectivo, de casos y controles.
7.2 Definicidén de universo

La poblacién de estudio incluyé pacientes de diferentes centros de atencién en salud de
Chihuahua Chih., y de Ciudad Juarez Chih., de ambas localidades se obtuvieron casos y

controles en una relaciéon 1:2.7.
7.3 Céalculo del tamafo de la muestra

El tamafio de la muestra se calcul6 tomando como referencia el estudio de Contreras y
colaboradores (2022), en donde se analizé otro polimorfismo relacionado al desarrollo de
la ERD con una proporcién de pacientes de 1:2.9 (50).

Se realiz6 el calculo en base a los resultados preliminares de 135 muestras, 36 casos y
99 controles. Se utilizaron las frecuencias alélicas y genotipicas, en donde se encontré
una proporcion de AG/GG de 0.68 y 0.43 respectivamente. Se consideré un poder

estadistico de 80%, con un error aceptado de 5% (alfa 0.05).

Se obtuvo un tamafio de muestra calculado con rango 1:3, de 46 casos y 138 controles,

y con rango de 1:2, de 52 casos y 104 controles.

El muestreo fue no probabilistico, por conveniencia, se incluyeron los pacientes que
aceptaron participar en el estudio mediante consentimiento informado y que cumplieron

con los criterios de inclusion.
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7.4 Definicion de grupos

Definicion de caso: Pacientes de Chihuahua, Chih., y Cd. Juarez, Chih., con diagndstico
de DM2 con ERD (TFGe <60mL/min/1.73m?) que cumplieron con los criterios de inclusién

del estudio.

Definicion de control: Pacientes de Chihuahua, Chih., y Cd. Juéarez, Chih., con
diagnéstico de DM2 sin ERD (TFGe 260mL/min/1.73m?) que cumplieron con los criterios

de inclusién del estudio.
7.5 Criterios de inclusion

a) Pacientes mayores de 18 afios, ambos sexos.

b) Pacientes con diagnéstico de DM2 con y sin ERD
7.6 Criterios de exclusion

a) Menores de 18 afios.

b) Pacientes no diabéticos.

c) Pacientes con diabetes diferente al tipo 2.

d) Pacientes diabéticos con otra etiologia ya definida de enfermedad renal créonica.
e) Expediente incompleto.

f) Pacientes que no acepten participar en el estudio.

7.7 Criterios de eliminacion

a) Pacientes que no acepten continuar en el desarrollo del estudio.

7.8 Definicion de variables y unidades de medida
7.8.1 Variable Independiente

7.8.1.1 Polimorfismo rs741301
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Definicién operacional: Variacion en la secuencia de ADN del gen ELMO1 en p14.1-
14.2, en donde el nucleotido adenina es sustituido por el nucleétido guanina (39).
Tipo de variable/escala de medicion: Cualitativa / Nominal
Indicador:
— Ancestral (AA)
— Heterocigoto (AG)
— Modificado (GG)

7.8.1.2 Tasa de filtracién glomerular estimada (TFGe)

Definicion operacional. Volumen de fluido filtrado por unidad de tiempo desde los
capilares glomerulares renales hacia el interior de la capsula de Bowman, medido en
mililitros por minuto y calculado mediante la ecuacion CKD-EPI (14,51).
Tipo de variable/escala de medicion: Cuantitativa / De razon
Indicador

-~ mL/min/1.73m?

7.8.1.3 Funcioén renal conservada

Definicion operacional. Filtrado glomerular estimado mediante la ecuacion CKD-EPI
260mL/min/1.73m?, actualizacién 2021 (14,51).
Tipo de variable/escala de medicion: Cualitativa / Nominal
Indicador
- Control: 260mL/min/1.73m?
- Caso: <60mL/min/1.73m?

7.8.2 Variables Intervinientes

7.8.2.1 Hemoglobina glucosilada
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Definiciébn operacional: Prueba que utiliza la fraccion de la hemoglobina
que interacciona combinandose con la glucosa circulante, para determinar el valor
promedio de la glucemia en las ultimas 12 semanas (52).

Tipo de variable/escala de medicion: Cualitativa / De razon

Indicador

— Porcentaje (%)

7.8.2.2 Control glucémico por hemoglobina glucosilada

Definicién operacional: De acuerdo con la Norma Oficial Mexicana (NOM-015-SSA2-
2010), para la prevencion, tratamiento y control de la diabetes mellitus, se considera un
caso en control glucémico con una cifra de HbAlc menor a 7% (53).
Tipo de variable/escala de medicion: Cualitativa / Nominal
Indicador:

— Controlado: HbAlc < 7%

— No controlado: HbA1c = 7%

7.8.2.3 Glucemia en ayunas

Definicion operacional: Determinaciéon de glucosa en la sangre medida en ayuno.
Su valor se utiliza como criterio para el diagnéstico de DT2 y para el seguimiento y control
de la enfermedad (53).
Tipo de variable/escala de medicion: Cuantitativa / De razon
Indicador
— mg/dL

7.8.2.4 Control glucémico por glucemia en ayunas

Definicion operacional: De acuerdo con la Norma Oficial Mexicana (NOM-015-SSA2-
2010), Para la prevencion, tratamiento y control de la diabetes mellitus, se considera un
caso en control con un nivel de glucemia plasmética de entre 70mg/dL y 130mg/dL y en
descontrol con una cifra mayor a 130mg/dL (53).
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Tipo de variable/escala de medicion: Cualitativa / Nominal
Indicador:

— Controlado: <130mg/dL

— No controlado: 2130mg/dL

7.8.2.5 Colesterol total

Definicion operacional: Cantidad de colesterol total en sangre. Incluye los niveles de
colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad (c-LDL) y colesterol unido a
liproproteinas de alta densidad (c-HDL) (54).
Tipo de variable/escala de medicion: Cuantitativa / De razén
Indicador

— mg/dL

7.8.2.6 Control de colesterol

Definicion operacional. De acuerdo con el apéndice normativo D (metas basicas del
tratamiento y criterios para evaluar el grado de control del paciente), de la NOM-015-
SSA2-2010, se considera controlado un valor menor <200mg/dL y en descontrol con una
cifra 2200mg/dL(53).
Tipo de variable/escala de medicion: Cualitativa/Nominal
Indicador

— Controlado: <200mg/dL

— No controlado: 2200mg/dL

7.8.2.7 c-LDL

Definicion operacional: Colesterol transportado por las lipoproteinas de baja densidad.
Los niveles elevados aumentan el riesgo de enfermedades cardiovasculares, ya que se
depositan en las paredes de las arterias (54).

Tipo de variable/escala de medicion: Cuantitativa / De razén

Indicador:
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— mg/dL

7.8.2.8 Control de c-LDL

Definicion operacional: De acuerdo con el apéndice normativo D (metas basicas del
tratamiento y criterios para evaluar el grado de control del paciente), de la NOM-015-
SSA2-2010, se considera controlado un valor menor <100mg/dL y en descontrol con una
cifra 2100mg/dL (53).
Tipo de variable/escala de medicion: Cualitativa / Nominal
Indicador

— Controlado: <100mg/dL

— No controlado: 2100mg/dL

7.8.2.9 c-VLDL

Definicion operacional: Colesterol unido a lipoproteinas de muy baja densidad. Su
principal funcién es el transporte de triglicéridos al tejido muscular y adiposo. Un nivel
elevado se asocia a depoésito de placas de ateroma en las paredes arteriales limitando el
paso de la sangre y restringiendo el flujo sanguineo (55-57).
Tipo de variable/escala de medicion: Cuantitativa / De razon
Indicador:

— mg/dL

9.8.3.10 Control de c-VLDL

Definicion operacional: Reporte de c-VLDL calculado en base del nivel de triglicéridos,
corresponde a la quinta parte del valor de triglicéridos. El calculo no es preciso cuando el
nivel de triglicéridos es mayor de 400mg/dL, por lo gque en esos casos no es
recomendable realizarlo (58).
Tipo de variable/escala de medicion: Cualitativa / Nominal
Indicador

— Controlado: <30mg/dL

— No controlado: >30mg/dL
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9.8.3.11 c-HDL

Definicion operacional: Colesterol transportado por las lipoproteinas de alta densidad.
Las HDL se encargan de transportar el colesterol libre y fosfolipidos de los tejidos
periféricos al higado, donde el colesterol se transforma en acidos biliares para ser
eliminado a través de la bilis. Las HDL poseen la capacidad de eliminar el colesterol de
las paredes arteriales y transportarlo al higado para su excrecion (54).
Tipo de variable/escala de medicion: Cuantitativa / De razén
Indicador:

— mg/dL

9.8.3.12 Control de c-HDL

Definicion operacional: De acuerdo con el apéndice normativo D, de la NOM-015-
SSA2-2010, en mujeres se considera controlado un valor >50mg/dL, y en descontrol con
una cifra <560mg/dL. En hombres se considera controlado con un valor >40mg/dL y
descontrolado con una cifra <40mg/dL (53).
Tipo de variable/escala de medicion: Cualitativa / Nominal
Indicador

— Controlado: >50 mg/dL en la mujer, y >40mg/dL en el hombre

— No controlado: <50 mg/dL en la mujer, y <40mg/dL en el hombre

9.8.3.13 Triglicéridos

Definicion operacional: Evaluacién de laboratorio que consiste en la determinacion de
las moléculas de glicerol, esterificadas con tres acidos grasos. También llamados
triacilgliceroles (54).
Tipo de variable/escala de medicion: Cuantitativa / De razon
Indicador

— mg/dL
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9.8.3.14 Control de triglicéridos

Definicion operacional: De acuerdo con el apéndice normativo D (metas basicas del
tratamiento y criterios para evaluar el grado de control del paciente), de la NOM-015-
SSA2-2010, se considera controlado un valor de triglicéridos <150mg/dL y en descontrol
con una cifra 2150mg/dL (53).
Tipo de variable/escala de medicion: Cualitativa / Nominal
Indicador

— Controlado: <150mg/dL

— No controlado: 2150mg/dL

9.8.3.15 Presién arterial

Definicion operacional: Se define como la presion ejercida por la sangre sobre las
paredes de las arterias. La cual depende del gasto cardiaco y de las resistencias
vasculares sistémicas al paso de la sangre por el sistema circulatorio (59).

Tipo de variable/escala de medicion: Cuantitativa / De razon

Indicador: mmHg

9.8.3.16 Control de presion arterial

Definicion operacional: De acuerdo con el apéndice normativo D, de la NOM-015-
SSA2-2010, las metas del control de la presion arterial consisten en mantener niveles de
la presion arterial sistolica (PAS) y diastélica (PAD) respectivamente, menor de 130/80
mmHg, y descontrol como cifras mayores a las mencionadas (53).
Tipo de variable/escala de medicion: Cualitativa / Nominal
Indicador:

— PAS Controlada <130 mmHg

— PAS No controlada = 130 mmHg

— PAD Controlada <80 mmHg

— PAD No controlada = 80 mmHg
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9.8.3.17 indice de masa corporal (IMC)

Definicion operacional: También conocido como indice de Quetelet, es el resultado de
la division del peso corporal en kilogramos entre la estatura en metros elevada al
cuadrado (kg/m?) (54).

Tipo de variable/escala de medicion: Cuantitativa / De razén

Indicador

- kg/m?

9.8.3.18 Control de peso

Definicién operacional: De acuerdo con la NOM-015-SSA2-2010, se clasifica peso
normal IMC >18.5y <24.9, sobrepreso IMC >25 y <29.9, obesidad IMC >30 (53).
Tipo de variable/escala de medicion: Cualitativa/Nominal
Indicador
— Peso normal: IMC <24.9
— Sobrepeso: IMC >25y <29.9
— Obesidad: IMC >30

7.8.3 Variables Universales
7.8.3.1 Sexo

Definicion operacional: Caracteristicas fisiolégicas y sexuales con las que nacen los
seres humanos (52).
Tipo de variable/escala de medicion: Cualitativa/Nominal
Indicador
— Femenino: 1

— Masculino: 2
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7.8.3.2 Edad

Definicion operacional: Tiempo que ha vivido una persona, desde su nacimiento al dia
de realizar el estudio (60).

Tipo de variable/escala de medicion: Cuantitativa/De razén

Indicador

— Afos

7.8.4 Variables Confusoras
7.8.4.1 Medicamentos

Definicion operacional: Sustancia quimica utilizada para el tratamiento de una
enfermedad e integrado en una forma farmacéutica (61). Consumido por el paciente y
prescrito por el médico para el manejo de una patologia especifica, documentado en el
expediente clinico.

Tipo de variable/escala de medicion: Cualitativa / Nominal

Indicador

— Nombre del farmaco

7.9 Técnicas y procedimientos

7.9.1 Recoleccién de datos y muestras

Se incluyeron 398 muestras de pacientes con DM2, con y sin ERD (casos y controles),
de la Ciudad de Chihuahua y Ciudad Juéarez, Chihuahua. Los pacientes fueron
procedentes de tres Unidades de Salud Pudblica, dos correspondientes al Instituto
Mexicano del Seguro Social (IMSS), (UMF No. 33 en Cd. Chihuahua, Hospital General
de Zona No. 6 “Benito Juarez” de Cd. Juarez) y del Instituto Municipal de Pensiones
(IMPE) de Chih. Chih.

Las muestras de ADN, asi como los datos clinicos de los pacientes adscritos a la UMF

No. 33 del IMSS y del IMPE derivaron del proyecto: “Asociacion entre los polimorfismos
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+294T/C de PPAR- 3/6 y PRO12ALA de PPAR-Y2 con DM2”. Proyecto aprobado por el
IMSS con nimero de registro R-2020-805-028 y por el Comité de Etica en Investigacion
de la FMyCB con el adendum CI-020-19. Se actualizo y completo la base de datos

durante el afio 2023, para la recoleccion de las variables de estudio.

Las muestras de ADN y los datos clinicos de los pacientes adscritos al HGZ No. 6, que
aceptaron participar en este proyecto de investigacion, (previo consentimiento informado,
bajo el nombre inicial de este proyecto: “Asociacion de los polimorfismo rs1345365 y
rs741301 del gen ELMOL1 con Enfermedad Renal Diabética en pacientes con Diabetes
Mellitus tipo 2 de Chihuahua, México”, aprobado por el IMSS con numero de registro R-
2021-805-003 y sometido al Comité de Etica en Investigacion de la FMyCB con el nimero

de registro CI-047-22, fueron colectadas durante el periodo de enero a diciembre de 2023.

La Figura 6 muestra el flujograma de la seleccién de los participantes del estudio.
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Figura 6. Flujograma de la seleccidn de participantes.
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7.9.2 Extraccién de ADN

Ya se contaba con el ADN de las muestras de la Cd. de Chihuahua. Las muestras de
sangre periférica de los pacientes de Cd. Juarez se centrifugaron a 1500 rpm por 10
minutos. Posteriormente, se separd la capa leucocitaria (buffy coat) para la extraccion del
ADN gendémico utilizando el Kit Master Pure™ Complete DNA & Purification, siguiendo
las especificaciones del fabricante. Se determiné la pureza y concentracion del ADN con
el BioSpectometer Basic de Eppendorf y se almacenaron las muestras a -20°C hasta su

uso.
7.9.3 Amplificacion de PCR por punto final
Polimorfismo rs741301

Se utilizaron 2 primers: ELMOL1 (rs741301) F 5 — CAC AAC TGT CTC AAC AGT CTG —
3, R 5 — GCA ATA GAT TTT ATG AGG TGG TAG - 3’. Para amplificar se utilizo el
termociclador Agilent SureCycler 8800, (Santa Clara, CA. EE. UU) el programa de
amplificacion consistio en un hot start de 94°C/5 minutos, seguido de 35 ciclos de 94°C/60
segundos, una temperatura de hibridacion de 55°C/60 segundos y una elongacién a
72°C/90 segundos, con una extension final de 72°C/10 minutos. En la mezcla de reaccion
se adicionaron 12.5 uL de Promega Go taq G2 Green Master Mix (Termo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EE. UU.), 0.5 pyL de cada primer a una concentracion inicial de 10mM, 3 pL
de templado de ADN (60 ng), y finalmente, 8.5 pL de agua libre de nucleasas. Obteniendo
un amplicon de 188 pb. (Figura 7).

Una vez terminada la PCR los productos fueron digeridos con la enzima Alul (Termo
Fisher Scientific FastDigest Alul, EE. UU). La reaccion de digestién utilizo 10.75 pL de
agua libre de nucleasas, 1 uL de 10X FastDigest Green Buffer (Thermo Fischer Scientific,
EE. UU), 0.25 pL de enzima Alul y 3 pL de amplicon. Se incubo durante 1h a 37°C, el
producto de digestién se separé mediante electroforesis en gel de agarosa al 3% a 80V
durante 1h. Se visualizaron las bandas mediante el fotodocumentador MiniBIS Pro (DNR

Bio-Imaging Systems, Neve Yamin, Israel), observando un patrén de migracion del
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producto de digestion, una sola banda de 188 pb para los homocigotos AA, 2 bandas de

164 y 24 pb para los homocigotos GG y 3 bandas de 188, 164 y 24 pb para los
heterocigotos AG (Figura 8).

Una vez que se determiné el genotipo de cada polimorfismo estos fueron capturados en
un documento de Excel y se codificaron de manera politbmica, posteriormente se

exportaron y analizaron en STATA software versiéon 11.0 (Stata Corp LLC, College
Station, TX, USA).

Amplificacién de prod. PCR Genotipificacion por RFLPs

MPM D198 D199 D200 D201 D202 D203 D204 D205 D206 D207 D208 D209 D211

MPM D68 D68 D70 D71 D72 D73 D74 D75 D76 D77 D78 D82 CN
SOpb  AA GG AA AA  AG GG AG AG AG  AA GG AG

P - — - —

200
100

1000 MPM D212 D213 D214 D215 D216 D217 D218 D219 D220 D221 DOO1 D002 CN

200
100

Figura 7. Amplicon. Gel de agarosa 2%, buffer TAE, 60 Figura 8. Genotipos. Gel de agarose 3%, buffer TAE, 90 min
min a 80 V, tefiido con bromuro de etidio, MPM de 100pb, 2 a 80 V, tefido con bromuro de etidio, MPM de 50pb, 8 uL de
pL de amplicon. producto de digestion.

7.10 Disefio y plan de analisis de datos

Utilizamos la prueba Chi? (x) para verificar el equilibrio de Hardy-Weinberg (HW),
comparacion entre las frecuencias observadas vs calculadas (P?+2Pg+r’=1). Se
considerd significativo un valor de p < 0,05. Las medidas cuantitativas se describieron
como media y desviacion estdndar o mediana y rango intercuartilico (RIC), para variables
con distribucion normal o no normal, respectivamente. Se utilizaron frecuencias absolutas
y relativas para describir variables categéricas. Las medidas antropométricas y
bioguimicas se compararon por grupo/modelo de genotipo con analisis de varianza o
prueba de Kruskall Wallis. Cuando se identificaron diferencias significativas, se realizé

una prueba post hoc de Bonferroni o de Dunn, de acuerdo al andlisis. Para la

33



comparacion de casos y controles se realizé la prueba t de Student o prueba de suma de

rangos de Wilcoxon (Mann Whitney), para las variables en escala de razén. Las variables

categoricas se compararon mediante la prueba Chi? de Pearson.

Se usaron modelos de regresion lineal multiple para ajustar por factores de confusion. La

significancia estadistica se determin6 con una p < 0,05.

7.11 Recursos materiales

Materiales

El laboratorio de Biologia Molecular cuenta con los equipos, materiales, reactivos y Kits

para la genotipificacion de polimorfismos.

Equipos

NN

NN RN

<\

Espectrofotometro. BioSpectometer Basic de Eppendorf, Hamburgo, Alemania.
Congelador de -20°C. Thermo Fisher, Fitchburg, Estados Unidos.

Incubadora a bafio maria. Thermo Fisher Scientific, Waltham, Estados Unidos.
Termociclador Agilent SureCycler 8000. Agilent, Santa Clara, Estados Unidos.
Pipetas eppendorf 10 ulL, 20 uL, 100 uL,1000 uL. Eppendorf, Hamburgo,
Alemania.

Centrifugadora. Eppendorf, Hamburgo, Alemania.

Centrifugadora, Beckman Coulter, Indianapolis, Estados Unidos.

Bascula analitica. Ohaus, New Jersey, Estados Unidos.

Horno de microondas. Sharp, Tokio, Japon.

Fuente de alimentacién para electroforesis. PowerPac™ Basic Biorad, CA,
Estados Unidos.

MiniBIS Pro visualizador UV. DNR Bio-Imaging Systems, Neve Yamin, Israel.
Céamara de electroforesis horizontal Owl Separation, Systems, Inc.NH, Estados
Unidos.

Camara de electroforesis vertical, Mini-PROTEAN, Biorad, CA, Estados Unidos.
Computadora. Hewlett Packard, Palo Alto, Estados Unidos.
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v' Campana de extraccion de gases. Labconco, Kansas, Estados Unidos.
v" Vortex Mixers. VWR, Georgia, Estados Unidos.

7.12 Fuente de financiamiento

Los recursos para los estudios de biologia molecular y uso de papeleria, lapices,
impresora, tinta para impresora, calculadora, equipo de computo e internet fueron
solventados por la Facultad de Medicina y Ciencias Biomédicas de la UACH. Algunos

reactivos fueron solventados por el responsable de laboratorio.

Los recursos financieros para los estudios paraclinicos formaron parte de la atencién de
los pacientes derechohabientes del IMSS e IMPE que forman parte de la atencién

rutinaria de los mismos.

8. ASPECTOS ETICOS Y DE BIOSEGURIDAD

El proyecto de investigacion fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacion de la
Facultad de Medicina y Ciencias Biomédicas de la UACH y registrado con el numero ClI-
047-22, asi como por el comité Local de Investigaciéon en Salud 805 del IMSS, con el
namero de registro R-2021-805-003.

El estudio se encuentra dentro de la normatividad internacional dictada por la Declaracién
Universal de los Derechos Humanos (62), el Codigo de Nuremberg (63), la Declaracion
de Helsinki (64) y el Informe de Belmont (65). Se apega a la normatividad nacional de
acuerdo a lo dictado por la Ley General de Salud en el Titulo Quinto “Investigacion para
la Salud” articulos 96-103 (66). Asi como también dentro de lo establecido por la Ley
General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud en el Titulo Segundo “De los

Aspectos Eticos de la Investigacion en Seres Humanos”: Capitulo |, articulos 13-27 (67).
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9. RESULTADOS

9.1 Caracteristicas generales de la poblacién total

Se analizaron un total de 398 muestras de pacientes adultos con DM2 del estado de
Chihuahua, de la Cd. De Chih., y de Cd, Juéarez. La poblacién de estudio se separd en
controles (n=290, 72.85%) y casos (=108, 27.15%) de acuerdo con la TFGe. La mediana
de edad de la poblacion fue de 55-63 afios. Predominé el sexo femenino tanto en la

poblacion total (65%), como en los controles (67%) y casos (59%).

El grupo control tuvo mayor descontrol glucémico (65%), con respecto a los casos (52%),
de acuerdo a las cifras de HbAlc, sin embargo, es importante mencionar que solo
contamos con el reporte de esta variable en 301 pacientes, el 76% de los controles y 69%
de los casos. No obstante, el comportamiento fue similar cuando evaluamos el control
glicémico mediante la variable glucosa sérica. Las principales comorbilidades en ambos
grupos de estudio fueron la hipertension (71% y 96%), dislipidemia (94% y 77%) y las

alteraciones en el control de peso (sobrepeso-obesidad) 89 y 83% respectivamente.
9.2 Grupos farmacolégicos utilizados en la poblacion de estudio

En la Tabla 4 se muestran los principales grupos farmacolégicos utilizados para el control
de la DM2 (insulina, biguanidas e inhibidores de SGLT2). Se encontraron diferencias
significativas en el caso de las sulfonilureas y biguanidas, entre controles y casos, ya que
ambos farmacos al tener depuracion renal estdn contraindicados en la nefropatia
avanzada, por lo que es esperado que sea menos prescrito en pacientes con ERD. La

insulina también fue mas utilizada en los controles.

Los grupos farmacolégicos mas comunes para el manejo de la HAS fueron los diuréticos,
betabloqueadores, calcioantagonistas y ARA-Il. Observamos diferencia entre la
prescripcion de alfabloqueadores y calcioantagonistas entre los controles y casos. Para
el manejo de la dislipidemia los farmacos mas utilizados fueron estatinas y fibratos,

mayormente utilizados en los controles (Tabla 4). Un 27% de los casos (ERD) presenté
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complicaciones secundarias al dafio renal por lo que incluian manejo farmacologico para

la anemia y uremia.

Algunos grupos farmacoldgicos utilizados para el manejo de la HAS y la DM2 se
consideran nefroprotectores, independientemente del control tensional y glucémico que
ejercen. Estos farmacos retardan la progresion del dafio renal, se asocian a reduccion de
la proteinuria y reduccion de mortalidad. Los farmacos nefroprotectores son los ARA-II,
IECA, inhibidores de SGLT2, arGLP1 e iDPP4 (17,22,68,69). En la Gréfica 1 se muestra
la distribucion de la prescripcién de los farmacos nefroprotectores en ambos grupos de
estudio. No observamos diferencias en la prescripcién de estos farmacos entre controles
y casos (Tabla 4). El analisis de regresion logistica multivariada no mostré interaccion de

ninguno de estos farmacos con el polimorfismo en estudio y el desarrollo de la ERD.

Tabla 4. Grupos farmacolégicos prescritos para DM2 y comorbilidades entre los grupos

de estudio
Grupos farmacolégicos Controles Casos P
n=290 (%) n= 108 (%)

Manejo DM2

Biguanidas 244 (84.13) 41 (37.96) <0.001
Sulfonilureas 47 (13.20) 2(1.85) <0.001
Tiazolidinedionas 34 (11.72) 10 (9.25) 0.490
Inhibidores de alfaglucosidasa 6 (2.06) 5 (4.62) 0.164
Insulina 84 (28.96) 60 (55.55) <0.001
iISGLT2 47 (16.20) 32 (29.62) 0.003
arGLP1 5(1.72) 2 (1.85) 0.929
iDPP4 77 (26.55) 23 (21.29) 0.287
Manejo de la HAS

Diuréticos 79 (27.24) 43 (39.81) 0.566
Betabloqueadores 46 (15.86) 23 (21.29) 1.000
Alfabloqueadores 3(1.03) 11 (10.18) <0.001
Calcioantagonistas 50 (17.24) 46 (42.59) <0.001
ARA-II 141 (48.62) 68 (35.18) 0.670
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34 (11.72) 16 (14.81) 0.827

Vasodilatadores 5(1.72) 1(0.92) 0.382
Manejo de la dislipidemia

Estatinas 90 (31.03) 46 (42.59) 0.012
Inhibidores de absorcion de 13 (4.48) 2 (1.85) 0.402
colesterol

Fibratos 47 (16.20) 10 (9.25) 0.016

Manejo complicaciones de

enfermedad renal

Cetoanalogos 7 (6.48)
Eritropoyetina 22 (20.37)

Abreviaturas: iISGLT2 Inhibidores del cotransportador sodio-glucosa, arGLP1 agonistas del receptor del péptido similar
al glucagon tipo 1, iDPP4 Inhibidores de dipeptidilpeptidasa 4, ARA-Il Antagonistas de los receptores AT1 de la
angiotensina I, IECA Inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina.
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i - 2

ARAI IECA iSGLT2 arGLP1 iDPP4

Grupo farmacologico

35

Porcentaje (%)

H Controles n=290 ® Casos n=108

Gréfica 1. Prescripcion de farmacos nefroprotectores entre los grupos de estudio. ARA-
Il Antagonistas de los receptores AT1 de la angiotensina Il, IECA Inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina, aGLP1 agonistas del receptor del péptido similar al
glucagon tipo 1, iDPP4 Inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina.
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9.3 Frecuencias genotipicas, alélicas y equilibrio de HW

Se determinaron las frecuencias genotipicas y alélicas de la poblacién total y en ambos
grupos de estudio, casos y controles. Se compararon las frecuencias observadas con las

esperadas, y determinamos que la poblacion se encontraba en equilibrio HW (Tabla 5).

La frecuencia del alelo menor (G), fue igual tanto en la poblacién total como en los
controles (38%) y similar a la observada en los casos (36%). No hubo diferencias al

comparar las frecuencias genotipicas entre los controles y casos (Tabla 5).

Tabla 5. Frecuencias genotipicas, alélicas y HW en poblacion total y grupos de estudio

Poblacién Frecuencia alélica Frecuencia genotipica HWE
n (%) n (%) p p
A G AA AG GG
Total 496 (62) 300 (38) 156 (39) 184 (46) 58 (16) 0.95
Controles 358 (62) 222 (38) 110 (38) 138 (48) 42 (14) 0.99 0.648
Casos 138 (64) 78 (36) 46 (42.5) 46 (42.5) 16 (15) 0.73

Abreviaturas: p prueba de Chi? (X). HWE Equilibrio de Hardy-Weinberg, G Alelo menor. Valor de p <0.05
se consideré estadisticamente significativo. p~ prueba de Chi2 para comparar controles y casos.

9.4 Parametros bioquimicos entre los genotipos en poblacién total en el modelo
de herencia codominante

Se realiz0 el analisis exploratorio en poblacion total de cada una de las variables
bioquimicas de acuerdo con el genotipo, sin observar diferencias en la mayoria de las
variables. Unicamente en el tiempo de evolucion de la DM2, la cual fue mayor en los

homocigotos A y en la PAD que fue mayor en los homocigotos GG (Tabla 6).
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Tabla 6. Comparacion de parametros bioquimicos entre los genotipos (modelo
codominante) en poblacién total

VARIABLE

Edad (afios)
Edad de diagnostico DM2 (afios)

Tiempo de evolucién DM2 (afios)

&Tiempo de evolucion de HAS
(afos)

IMC (kg/m?)

PAS (mmHg)

PAD (mmHg)

Glucosa en ayuno (mg/dL)
¥HbA1c (%)

Urea (mg/dL)

Creatinina (mg/dL)

Acido urico (mg/dL)
Colesterol total (mg/dL)
c-HDL colesterol (mg/dL)
c-LDL colesterol (mg/dL)
c-VLDL colesterol (mg/dL)
Triglicéridos (mg/dL)

Hb (g/dL)

TFGe (mL/min/1.73m?)

AA
n = 156 (78.78%)

56.00 (49.50-64.00)
45.53 +10.30
11.00 (5.00-20.00)
10.00 (5.00-18.00)

29.73 (26.28-33.53)

120.00 (114.00-
130.00)

80.00 (70.00-80.00)

136.00 (109.00-
186.50)

7.90 (6.50-9.30)
37.70 (29.00-51.00)
0.90 (0.70-1.28)

5.10 (3.90-6.40)

181.00 (149.00-
202.00)

46.00 (40.20-52.00)
93.05 + 35.43

33.00 (23.80-43.20)

165.00 (119.00-
216.00)

13.55 (12.00-15.00)
88.45 (53.80-107.30)

GENOTIPO

Media * DE/Md (RIC)

AG
n = 184 (46.23%)

57.00 (49.50-62.00)
46.37 +10.45
8.00 (4.00-15.00)
7.00 (4.00-18.00)

30.85 (27.25-34.87)

124.00 (120.00-
130.00)

80.00 (70.00-80.00)

135.00 (106.00-
172.00)

7.20 (6.30-8.60)
35.00 (25.60-47.80)
0.84 (0.70-1.20)

5.20 (4.20-6.40)

185.00 (155.00-
215.00)

45.00 (37.50-50.30)
99.28 + 37.17

34.10 (23.60-48.00)

170.50 (118.00-
240.00)

13.85 (12.10-14.95)
86.05 (60.85-104.65)

GG
n = 58 (14.57%)

59.50 (51.00-66.00)
48.16 +9.97
9.00 (3.00-15.00)
9.00 (3.00-21.00)

30.70 (27.40-35.55)

127.50 (120.00-
135.00)

80.00 (75.00-83.00)

141.00 (104.00-
189.00)

7.20 (6.40-9.10)
36.00 (26.10-51.00)
0.81 (0.70-1.20)

4.80 (4.40-5.60)

184.00 (161.00-
207.00)

45.05 (36.80-54.00)
99.60 + 40.00
34.50 (26.00-42.50)
172.50 (130-212.50)
14.07 (12.50-14.90)
94.80 (54.70-104.00)

P
0.371
0.260
0.040
0.757
0.211
0.078
0.048
0.830
0.119
0.250
0.951
0.738
0.382
0.768
0.444
0.441
0.441
0.472
0.921

Abreviaturas: DM2 Diabetes tipo 2, HAS Hipertension Arterial Sistémica, IMC indice de Masa Corporal, PAS Presion Arterial Sistdlica,
PAD Presion Arterial Diastélica, HbAlc Hemoglobina glucosilada, HDL Colesterol de alta densidad, LDL Colesterol de baja densidad,
Hb Hemoglobina, TFGe Tasa de Filtrado Glomerular estimada. Tiempo de evolucién de HAS (afios) n=239, *HbAlc (%) n=301. Los
datos con distribucion normal fueron expresados como media + DE, los datos con distribucion no normal se expresan como Md y RIC.

Valor de p <0.05 se consideré estadisticamente significativo, por la prueba Annova de una via o prueba de Kruskal Wallis.
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9.5 Variables demograficas y clinicas de acuerdo con el genotipo (modelo

codominante)

Se compararon las variables demograficas y clinicas por grupo de estudio (controles y
casos) y de acuerdo con el genotipo. La edad de los pacientes con ERD fue mayor en
los casos comparado con los controles, tanto en poblacion total como entre los genotipos,
sin observar diferencias entre los genotipos al interior de cada grupo. Resultados
similares se observaron en el tiempo de evolucion de la DM2, sin embargo, en este caso,
al interior de los controles se observaron diferencias entre los genotipos, de acuerdo con
la prueba de Dunn los individuos homocigotos AA mostraron un mayor tiempo de
evolucion. La evolucién de la HAS también fue mayor en los pacientes con ERD, sin
diferencias dentro del grupo de estudio. El IMC fue significativamente mas bajo en los
casos (ERD) a nivel de poblacion total y entre los genotipos AA y AG, después de
comparar con los controles. La PAD solo mostré diferencia al comparar el genotipo GG
entre controles y casos, siendo mas alta en los controles (Tabla 7). En el resto de las

variables analizadas no se observaron diferencias a ningun nivel.

Tabla 7. Comparacion de variables demogréficas y clinicas por grupo de estudio y

genotipo
Sin ERD Con ERD
Variable Genotipo (TFGe 260mL/min/1.73m?) (TFGe <60mL/min/1.73m?) P~ p
Media + DE/Md (RIC) Media + DE/Md (RIC)
Total 55.00(48.00-61.00) 63.00 (56.00-73.00) <0.001
AA 54.00 (48.00-61.00) 61.00 (55.00-73.00) <0.001
Edad (afios) AG 55.00 (48.00-61.00) 60.00 (56.00-72.00) <0.001
GG 56.00 (48.00-61.00) 68.00 (65.50-69.00) <0.001
p*=0.981 p*=0.206
Total 45.97 + 8.89 47.17 £13.44 0.390
Edad de diagnéstico
44.93 +8.90 46.98 + 13.05 0.333
DM2 (aios)
AG 46.56 + 8.84 45.83 £ 14.28 0.743
GG 46.80 + 8.99 51.62 £ 11.75 0.153
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p*=0.293 p*=0.331
Total 7.00 (3.00-13.00) 17.50 (11.00-23.00) <0.001
Tiempo de AA 10.00 (5.00-14.00)2 17.50 (10.00-23.00) <0.001
Evolucién AG 6.00 (4.00-11.00)° 19.00 (12.00-22.00) <0.001
DM2 (afios) GG 5.00 (3.00-10.00)° 15.50 (10.50-25.50) 0.002
p*=0.012 p*=0.936
Total 7.00 (4.00-14.00) 15.00 (7.00-23.00) <0.001
&Tiempo de AA 9.00 (4.00-14.00) 13.50 (7.00-22.00) 0.021
evolucién AG 7.00 (4.00-14.00) 19.00 (7.00-23.00) <0.001
HAS (afios) GG 5.00 (2.00-15.00) 14.00 (8.00-23.00) 0.036
p*=0.418 p*=0.670
Total 31.24 (27.47-35.25) 28.64 (25.69-32.13) <0.001
e AA 31.00 (27.18-34.81) 27.35 (25.10-31.77) 0.002
(gl AG 31.93 (27.99-35.53) 29.02 (25.97-31.64) 0.002
m
g GG 30.70 (26.96-35.75) 30.41 (27.87-35.07) 0.931
p*=0.354 p*=0.103
Total 120.00 (120.00-130.00) 125.00 (120.00-132.00) 0.208
bAS AA 120.00 (115.00-130.00) 120.00 (113.00-132.00)  0.375
(mmHg) AG 123.00 (120.00-131.50) 125.00 (120.00-130.00)  0.832
mm
g GG 125.00 (120.00-135.00) 130.00 (124.50-132.50)  0.182
p*=0.186 p*=0.258
Total 80.00 (70.00-80.00) 80.00 (70.00-80.00) 0.213
oAD AA 80.00 (70.00-80.00)7 80.00 (70.00-80.00) 0.860
(mmHg) AG 80.00 (70.00-80.00)? 80.00 (70.00-80.00) 0.376
mm
g GG 80.00 (77.00-88.00)° 80.00 (70.00-80.00) 0.039

p*=0.012

p*=0.933

Abreviaturas: DM2 Diabetes Tipo 2, HAS Hipertension Arterial Sistémica, IMC indice de Masa Corporal, PAS Presion Arterial Sistdlica,
PAD Presion Arterial Diastdlica, 4Tiempo de evolucién HAS (afios) n=153 controles, n=86 casos, DE desviacién estandar, Md
Mediana, RIC Rango Intercuartilico. Datos expresados como media = DE y Md (RIC). Valor de p <0.05 se considerd estadisticamente
significativo, por la prueba T student o la prueba de suma de rangos de Wilcoxon (p~ entre controles y casos dependiente de genotipo),
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Annova de una via o prueba de Kruskal Wallis (p” entre controles y casos independiente de genotipo), seguido por la prueba de Dunn,
cuando se detect6 diferencia significativa por genotipo (p* por genotipo en los grupos de estudio).

Al comparar los parametros bioquimicos por grupo de estudio y de acuerdo con el
genotipo, los pacientes con genotipo AA con ERD (casos) presentaron niveles de glucosa
séricay HbAlc més bajos, respecto a los controles, sin diferencias al interior de su mismo
grupo por genotipo. Sin embargo, dentro de los controles los homocigotos AA tuvieron el
valor de HbAlc mas alto, respecto al heterocigoto y homocigoto GG. Los valores de los
solutos urémicos, como la urea, creatinina y acido urico fueron mas altos en los casos,
como era esperado debido al desarrollo de la ERD, tanto en los homocigotos como en el
heterocigoto, lo cual esta en relacion directa con la disminucion de la TFGe, la cual fue
significativamente mas baja en todos los genotipos dentro de este mismo grupo de
estudio. La hemoglobina sérica fue menor en los casos, homocigotos AA y en los

heterocigotos al comparar con los mismos genotipos de los controles (Tabla 8).

Tabla 8. Comparacion de variables bioquimicas por grupo de estudio y genotipo
(modelo codominante)

Sin ERD Con ERD
Variable Genotipo (TFGe 260mL/min/1.73m?) (TFGe <60mL/min/1.73m?) p~ p*
Media + DE/Md (RIC) Media + DE/Md (RIC)
Total 144.00 (112.00-187.00) 124.50 (95.70-157.70) <0.001
AA 146.00 (113.00-202.00) 122.50 (95.00-161.00) 0.002
Glucosa (mg/dL) AG 136.50 (110.50-175.50) 129.50 (100.00-158.00) 0.088
GG 152.20 (107.00-207.00) 125.00 (95.50-143.00) 0.058
p*=0.396 p*=0.764
Total 7.60 (6.50-9.30) 7.60 (6.50-9.30) 0.015
AA 8.05 (6.70-9.60)2 6.60 (6.20-8.80) 0.006
¥*HbA1c (%)
AG 7.20 (6.30-8.60)° 7.25 (6.30-8.55) 0.993
GG 7.45 (6.60-10.50)° 7.05 (5.90-7.90) 0.144
p*=0.015 p*=0.704

43



Total 31.85 (25.00-39.00) 75.65 (51.80-101.80) <0.001
AA 33.50 (26.70-41.00) 75.15 (49.85-103.00) <0.001
Urea (mg/dL) AG 30.25 (24.00-38.00) 84.65 (55.55-107.00) <0.001
GG 29.10 (24.00-39.00) 65.50 (53.20-76.00) <0.001
p*=0.183 p*=0.558
Total 4.80 (4.00-5.80) 6.40 (5.00-7.10) <0.001
AA 4.70 (3.70-5.80) 6.55 (5.65-7.00) <0.001
Acido arico (mg/dL) AG 5.10 (4.10-6.00) 6.20 (4.60-7.30) <0.001
GG 4.80 (4.20-5.60) 5.35 (4.60-6.95) 0.165
p*=0.367 p*=0.562
Total 184.50 (157.00-213.50) 177.00 (144.00-201.00) 0.072
AA 183.00 (154.00-205.5) 170.00 (144.00-199.50) 0.237
Colesterol total
(mgldL) AG 187.00 (157.00-216.00) 177.00 (142.00-215.00) 0.460
m
g GG 187.00 (159.00-213.00) 176.00 (163.50-196.50) 0.217
p*=0.487 p*=0.771
Total 46.00 (38.20-51.00) 44.00 (35.00-51.30) 0.361 0.361
HDL AA 46.00 (40.00-53.00) 45.10 (40.30-49.10) 0.516
c-
(mgfdL) AG 45.80 (38.00-50.10) 43.65 (34.95-51.15) 0.812
m
g GG 47.00 (38.90-53.00) 38.00 (31.00-58.00) 0.593
p*=0.664 p*=0.846
Total 98.33 + 36.54 93.02 + 38.38 0.340
LDL AA 92.81 +36.83 93.65 +32.44 0.920
c-
AG 99.73 + 34.39 97.67 +46.63 0.811
(mg/dL)
GG 105.64 + 41.08 78.82 +29.08 0.076
p*=0.247 p*=0.459
Total 34.00 (24.40-46.50) 33.00 (22.80-42.28) 0.206
c-VLDL
(mafdL) AA 34.00 (24.20-48.20) 30.60 (20.80-36.40) 0.098
m
9 AG 33.80 (23.60-46.60) 35.40 (24.40-50.40) 0.820
GG 34.40 (26.40-42.80) 34.90 (22.80-39.40) 0.596

44



p*=0.852 p*=0.223
Total 170.00 (122.00-232.50) 165.00 (114.00-211.40) 0.206
AA 170.00 (121.00-241.00) 153.00 (104.00-182.00) 0.098
Triglicéridos
(mgfdL) AG 169.00 (118.00-233.00) 177.00 (122.00-252.00) 0.820
m
g GG 172.00 (132.00-214.00) 174.50 (114.00-197.00) 0.596
p*=0.852 p*=0.223
Total 0.78 (0.60-0.90) 1.90 (1.40-4.00) <0.001
AA 0.70 (0.60-0.90) 1.95 (1.30-3.90) <0.001
Creatinina
AG 0.80 (0.60-0.90) 2.50 (1.60-5.30) <0.001
(mg/dL)
GG 0.70 (0.70-0.86) 1.50 (1.40-2.30) <0.001
p*=0.539 p*=0.113
Total 14.17 (13.00-15.30) 11.90 (10.70-13.62) <0.001
Hb AA 14.10 (12.70-15.40) 11.60 (10.40-13.50) <0.001
(g/mL) AG 14.30 (13.10-15.25) 11.85 (10.40-13.40) <0.001
m
g GG 14.08 (12.80-14.91) 13.30 (11.50-14.60) 0.288
p*=10.839 p*=10.053
Total 100.10 (82.40-108.60) 32.10 (14.35-47.60) <0.001
TFG AA 100.65 (82.40-109.30) 32.90 (14.70-49.90) <0.001
e
AG 100.45 (81.20-107.90) 26.45 (9.10-41.40) <0.001
(mL/min/1.73m?)
GG 98.65 (88.00-108.80) 39.85 (24.20-52.25) <0.001

p*=0.608

p*=0.161

Abreviaturas: HbAlc Hemoglobina glucosilada, c-HDL Colesterol de alta densidad, c-HDL Colesterol de baja densidad, c-VLDL
colesterol de muy baja densidad, Hb Hemoglobina, TFGe Tasa de Filtrado Glomerular estimada, ¥fHbAlc n=226 controles, n=75 casos.
DE desviacion estandar, Md Mediana, RIC Rango Intercuartilico. Datos expresados como media + DE y Md (RIC). Valor de p <0.05
se consider6 estadisticamente significativo, por la prueba t student o la prueba suma de rangos de Wilcoxon (p~ entre controles y
casos dependiente de genotipo), Annova de una via o prueba de Kruskal Wallis (p” entre controles y casos independiente de genotipo),
seguido por la prueba de Dunn, cuando se detect6 diferencia significativa por genotipo (p* por genotipo en los grupos de estudio).
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9.6 Modelos de herencia entre controles y casos en la poblacion total.

Se exploré la distribucion de los genotipos en distintos modelos de herencia entre los
grupos de estudio. No se observaron diferencias al comparar los genotipos entre
controles y casos en ninguno de los modelos de herencia. Se tomé como alelo de
referencia el alelo menor (G) (Tabla 9). Tampoco se observaron diferencias al analizar

la distribucién de los genotipos por modelos de herencia entre controles y casos, en los
pacientes de Chihuahua, Chih., ni en los de Cd. Juarez Chih. (Ver anexo 1, Tabla

suplementaria 1y 2).

Tabla 9. Distribucion de genotipos por modelos de herencia del rs741301 entre los
grupos de estudio

Sin ERD Con ERD
SNP TFGe TFGe
rs741301 (260mL/min/1.73m?) (<60mL /min/1.73m?) P OR (IC 95%) 4
n=290 (%) n= 108 (%)
Codominante
GG 42 (14.50) 16 (14.80) 1
AG 138 (47.60) 46 (42.60) 0.648 .87 (0.45-1.70) 0.694
AA 110 (37.90) 46 (42.60) 1.09 (0.56-2.15) 0.785
Dominante
AGI/GG 180 (62.10) 62 (57.40) 0.397 1
AA 110 (37.90) 46 (42.60) 1.21 (0.77-1.90) 0.397
Recesivo
GG 42 (14.50) 16 (14.80) 0.889 1
AA/AG 248 (85.50) 92 (85.20) 0.96 (0.52-1.76) 0.889
Sobredominante
AG 138 (47.60) 46 (42.60) 0.374 1
AAIGG 152 (52.40) 62 (57.40) 1.22 (0.78-1.91) 0.375

Abreviaturas: SNP Polimorfismo de un solo nucleétido, ERD Enfermedad Renal Diabética, TFGe Tasa de Filtrado
Glomerular estimada, OR Raz6n de momios, IC Intervalo de confianza, Valor de p <0.05 se consideré estadisticamente
significativo. p Entre controles y casos. p~ al tomar como referencia el alelo menor (G). Regresion logistica simple.
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9.7 Asociacion del rs741301 del gen ELMO1 con ERD

La poblacion total se analizé de acuerdo con el tiempo de evolucion de la DM2, en menor
y mayor a 15 afios de evolucion. Utilizando el modelo de herencia dominante y al tomar
como referencia a los pacientes que al menos tuvieran un alelo G, observamos que
aguellos individuos con el genotipo homocigoto para el alelo ancestral AA mostraron 2.7
veces mas riesgo de desarrollar ERD. En el modelo sobredominante, los homocigotos
AA 'y GG casi mostraron 3 veces mas riesgo cuando la evolucién de la DM2 fue menor a
15 afios; ambos modelos después de ajustar por presion arterial sistdlica, glucosa sérica

y uso de biguanidas (Tabla 10).

En el modelo dominante se observé una sensibilidad de 22.5% y especificidad de 97.37%,
con un 86.19% de datos clasificados correctamente y area bajo la curva de 0.82. En el
modelo sobredominante se observo una sensibilidad de 22.5%, especificidad de 96.05%,

con 85% de datos clasificados correctamente y con un area bajo la curva de 0.83.

Realizamos un analisis similar de manera individual con los pacientes de la Cd. De
Chihuahua y Cd. Juarez, dividiendo a la poblacién de ambas localidades de acuerdo con
el tiempo de evolucion de la DM2, en menor y mayor de 15 afios de evolucién. Utilizando
el modelo de herencia dominante y al tomar como referencia el tener al menos un alelo
G. En la poblacion de la Cd. de Chihuahua, el homocigoto ancestral (AA) en el modelo
dominante, y los homocigotos AA y GG en el modelo sobredominante, mostraron mayor
riesgo para el desarrollo de la ERD. Después de ajustar por glucosa sérica, PAS y uso
de biguanidas. Esta diferencia no se observo al analizar a la poblacion de Cd. Juarez. Sin
embargo, al evaluar el tiempo de evolucion de la DM2 en ambas poblaciones, la diferencia
gue se observo en la poblacion de Chihuahua no esta dada por una asociacion con el
genotipo, sino a la interaccion con el tiempo de evolucidn, ya que hay una mayor cantidad
de pacientes diabéticos con mas de 15 afos de evolucion en Cd. Juarez (72 pacientes)

en comparacion con la Cd. Chihuahua (46 pacientes) (Tabla 10).
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Tabla 10. Asociacion del rs741301 con ERD de acuerdo con el tiempo de evolucion de
la DM2 en los modelos de herencia dominante y sobredominante

Modelo de Poblacién total Chihuahua Juarez
Genotipo .
herencia aOR (IC 95%) P aOR (IC 95%) P aOR (IC 95%) Jo)
Dominante
<15 ainos AG/IGG 1 1 1
AA 272 (1.24-5.79) 0.012 2.99 (1.08-8.26) 0.034 2.74(0.73-10.17) 0.133
> 15 afos AG/GG 1 1 1

AA 0.54 (0.23-1.27) 0.163  0.31 (0.08-1.17) 0.083 0.68(0.20-2.32) 0.538
Sobredominante

<15 aifos AG 1 1 1
AA/GG 2.94 (1.31-6.63) 0.009 3.77 (1.27-11.20) 0.017 2.29(0.61-8.64) 0.219
> 15 anos AG 1 1 1

AA/GG  0.56 (0.24-1.32) 0.190 0.75(0.20-2.85) 0.675 0.35(0.10-1.27) 0.113

Abreviaturas: aOR Raz6n momios ajustado por cifras de PAS, glucosa y uso de biguanidas. IC Intervalo de confianza.
Valor de p <0.05 se considerd estadisticamente significativo. p Poblacion total. p~ Chihuahua. p* Juarez. Regresion
logistica mdltiple.

9.8 Comparacion entre pacientes con DM2 de la poblacion de Cd. Chihuahua,
Chih. y Cd. Juarez, Chih.

9.8.1 Frecuencias genotipicas, alélicas y equilibrio de HW

La muestra total estuvo conformada por pacientes de las ciudades de Chihuahua y de
Juérez, con una distribucion total de pacientes cercana al 50% en ambas poblaciones,
con 201 pacientes de Chihuahua (50.5%), (157 controles y 44 casos) y 197 pacientes de
Cd. Juérez (49.49%), (133 controles y 64 casos). Ambas poblaciones se encontraron en
Equilibrio Hardy-Weinberg. La frecuencia del alelo menor (G), fue mas baja en la
poblacién de Cd. Juarez. No se observaron diferencias significativas al comparar las

frecuencias genotipicas entre ambas poblaciones (Tabla 11).
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Tabla 11. Equilibrio Hardy-Weinberg en poblacion Chihuahua vs Ciudad Juarez

Frecuencia alélica Frecuencia genotipica HWE
Poblacion n (%) n (%) o) P
A G AA AG GG
Cd. Chihuahua 239 (59) 163 (41) 73(36.3) 93(46.2) 35(17.5) 0.85 0.212
Cd. Juarez 257 (65) 137 (35) 83 (42) 91 (46) 23 (12) 0.97

Abreviaturas: Prueba de Chi> p HWE Equilibrio de Hardy-Weinberg, p~ entre poblaciones de estudio. G Alelo menor.
Valor de p <0.05 se consider6 estadisticamente significativo.

9.8.2 Caracteristicas clinicas y bioguimicas en Cd. Chihuahua vs Cd. Juarez

La comparacion de ambas poblaciones mostro varias diferencias relacionadas con la
DM2 y con algunos parametros de control metabdlico. En términos generales la poblacion
de Cd. Juéarez, presento el diagnostico de diabetes a edad mas temprana, el tiempo de
evolucion de la DM2 fue mayor, presentaron cifras mas altas de glucosa sérica, HbAlc,
colesterol, c-VLDL, triglicéridos y urea, asi como menores niveles de Hb (Tabla 12). La
cantidad de casos (ERD) fue mayor en Cd. Juarez (32.48%) en comparacion con Cd.
Chihuahua (21.89%) (Figura 6). Se observo un mayor control en las cifras de PA en la

poblacién de Juérez.

Tabla 12. Comparacion de caracteristicas clinicas y bioquimicas Poblacién Cd.
Chihuahua vs Cd. Juérez

Chihuahua Cd Juarez
Parametro (n=201) (n=197) p
Media = DE/Md (RIC) Media = DE/Md (RIC)

Edad (afios) 57.59 + 10.58 56.60 + 11.49 0.375
Sexo n (%)
Femenino 124 (61.69) 135 (65.53) 0.153
Masculino 77 (38.21) 62 (31.47)
Edad de diagnéstico DM2 (afios) 48.02 +9.96 4454 +10.44 <0.001
Tiempo de evoluciéon DM2 (afios) 7.00 (4.00-14.00) 11.00 (5.00-20.00) <0.001
&Tiempo de evolucién HAS (afos) 8.00 (4.00-16.00) 10.00 (5.00-21.00) 0.143
IMC (kg/m?) 31.07 (27.21-34.13) 30.07 (26.53-35.08) 0.553
PAS (mmHg) 126.00 (120.00-131.50) 120.00 (118.00-130.00) 0.005
PAD (mmHg) 80.00 (72.00-80.00) 80.00 (70.00-80.00) 0.024
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Glucosa en ayuno (mg/dL)
¥HbA1c (%)

Urea (mg/dL)

Creatinina (mg/dL)

Acido trico (mg/dL)
Colesterol total (mg/dL)
c-HDL colesterol (mg/dL)
c-LDL colesterol (mg/dL)
c-VLDL colesterol (mg/dL)
Triglicéridos (mg/dL)

Hb (g/dL)

TFGe (mL/min/1.73m?)

126.00 (101.00-163.00) 147.00 (115.00-189.00) 0.004

7.10 (6.30-8.40) 7.90 (6.70-9.70) <0.001
36.00 (26.00-44.00) 37.45 (27.25-62.50)  0.010
0.90 (0.70-1.14) 0.80 (0.60-1.50) 0.275
5.10 (4.10-6.20) 5.20 (4.20-6.50) 0.671

174.00 (152.00-203.00)  188.00 (158.00-215.00)  0.034
45.00 (36.00-50.00) 46.40 (40.80-54.60)  0.063
95.67 + 40.03 99.21 +31.50 0.472
32.00 (22.60-41.20) 35.70 (25.70-49.20)  0.022
160.00 (113.00-206.00)  178.50 (128.50-246.00)  0.022
14.30 (13.25-15.39) 13.10 (11.90-14.40)  <0.001
84.60 (64.10-101.30)  95.40 (40.00-108.50)  0.475

Abreviaturas: IMC indice de masa corporal, PAS Presién arterial sistolica, PAD Presion arterial diastélica, HbAlc Hemoglobina
glucosilada. c-HDLColesterol transportado por lipoproteinas de alta densidad, c-LDL Colesterol transportado por lipoproteinas de baja
densidad, c-VLDL Colesterol unido a lipoproteinas de muy baja densidad. Valor de p <0.05 se considerd estadisticamente

significativo. ¥Tiempo de evolucién HAS (afios) n=239, ¥HbAlc n=301.

50



10. DISCUSION

Este estudio se llevdé a cabo con la finalidad de investigar si existe asociacién del
polimorfismo rs741301 del gen ELMO1 con el desarrollo de la ERD, asi como la
descripcion de las frecuencias alélicas y genotipicas en la poblacion de estudio.
Incluimos una poblacion total de 398 pacientes con DM2 procedentes de 2 ciudades de
Chihuahua (Chihuahua y Juérez), clasificados como controles (sin ERD) y casos (con
ERD) en base en su TFGe.

Polimofismo rs741301 y su asociacién con ERD

El rs741301 ha sido asociado al desarrollo de ERD en diferentes poblaciones (40—
42,45,70). Sin embargo, no encontramos estudios en poblacibn mexicana que hayan
explorado previamente la susceptibilidad de este polimorfismo en la patogenia y

desarrollo de la ERD.

En nuestro estudio, el genotipo AA (A alelo mayor) se asocio a 2.7 veces mas riesgo de
desarrollar ERD (modelo dominante) y el genotipo AA/GG (modelo sobredominante), a
casi 3 veces mas riesgo (OR 2.94), en los pacientes con DM2 de menos de 15 afios de
evolucion, después de ajustar por las variables PAS, glucosa sérica y uso de biguanidas.
Dicho riesgo parecio ser mayor al analizar por separado a la poblacién de la Ciudad de
Chihuahua, en donde el genotipo AA en el modelo dominante y los genotipos AA/GG en
el modelo sobredominante, se asociaron a mayor riesgo de desarrollar ERD. Al analizar
la poblacion de Cd. Juarez no se encontré asociacion con ERD en ninguno de los
modelos de herencia estudiados. Es importante mencionar que se observdé un mayor
namero de pacientes diabéticos con mas de 15 afios de evolucion de DM2 en Cd. Juéarez

gue en Cd. Chihuahua.

La poblacion de Cd. Juarez al estar ubicada en la frontera norte de nuestro pais es una
de las ciudades con mas afluencia y asentamiento de poblacion de diferentes estados de
la Republica, por lo que si era de esperar que el comportamiento de ambas poblaciones

fuera diferente. El indice de movilidad de la poblacion de Ciudad Juarez es mayor (5.4%)
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en comparacion con el de la poblacion en la Ciudad de Chihuahua (3.8%), de acuerdo
con datos del Censo de Poblacion y Vivienda INEGI 2020 (71).

Nuestros resultados con relacién a la asociacion del rs741301 con la ERD, concuerdan
con los hallazgos del estudio de Wu et al., (2013) en poblacién China, en donde en el
modelo codominante, el genotipo AA se asocio a mas de 3 veces el riesgo de desarrollar
ERD (OR 3.27, p=0.03) (45). Otros estudios también han reportado asociacion del
rs741301 con la ERD, sin embargo, el alelo de riesgo mas reportado ha sido el alelo G
(alelo menor). Como el grupo de Bayoumy et al., (2020) con poblacion de Egipto, en
donde en el alelo G incrementd el riesgo de ERD en casi el doble, aumentando el riesgo
3 veces en los individuos con genotipo GG en el modelo recesivo (40). En Iran
Mehrabzadeh et al., (2015) report6é que el genotipo GG (modelo codominante) se asocio
a 2.5 veces més riesgo de ERD, y el alelo G a 1.6 veces mayor riesgo (42). En esta misma
direccibn Mohammed et al., (2020) en Irak (70) y el grupo de Shimazaki et al., (2005) en
Japon, reportaron mayor riesgo del alelo G y el genotipo GG asociado al desarrollo de
ERD (72).

Los hallazgos no son consistentes en todos los estudios, incluso en poblaciones del
mismo pais. Es crucial enfatizar que el alelo de riesgo relacionado con la ERD varia entre
las diferentes poblaciones de estudio, e incluso las frecuencias de los alelos pueden
invertirse, como lo demostré la investigacion realizada por Hanson et al., (2010), con otro
polimorfismo del gen ELMOL, entre los indigenas americanos. En este estudio, el alelo A
(alelo mayor) se asocid con un mayor riesgo de desarrollar ERD (43). Por el contrario, en
la comunidad afroamericana de los Estados Unidos, el alelo A estaba presente en un
porcentaje menor y se comportd como factor protector con respecto a la ERD (44).

Esta inconsistencia en los diferentes hallazgos reportados depende de multiples factores,
tanto genéticos, variables biol6gicas, ambientales y el tamafio de muestra del estudio,
como el de Kirtaniya et al., (2020) en donde la poblacion de estudio fue relativamente

pequefia, de 80 pacientes en total, 40 casos y 40 controles (73).
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En cuanto a los factores genéticos, se sabe que la ERD es una enfermedad poligénica,
es decir, diferentes genes contribuyen al desarrollo de esta patologia (38,74,75). El gen
ELMO1 es un gen relacionado con la inflamaciéon y el estrés oxidativo, se debe aln
investigar su interaccion con otros genes implicados en el desarrollo de la ERD, asi como
la interaccion entre los diferentes polimorfismos de ELMO1 (38). Es posible que puedan
ocurrir diferentes patrones de asociacion debido al desequilibrio de ligamiento (DL), como
el reportado por Wu et al.,, (2013) en donde el rs741301 se encontré0 en fuerte
desequilibrio de ligamiento con el rs11769038 (también del gen ELMO1) (45). El DL
puede dar lugar a variaciones funcionales y también afectar la frecuencia y la distribuciéon

de los alelos en una poblacién e influir en la variabilidad genética (43,49).

Entre las variables biologicas y ambientales se incluyen el consumo de tabaco, alcohol o
agentes farmacoldgicos nefrotoxicos como los antiinflamatorios no esteroideos (AINES),
gue no son considerados en todos los estudios y podrian ejercer un efecto sinérgico gen-
ambiente aumentando el riesgo de desarrollar ERD (76—78). El grupo de Hou et al.,
(2019) en China, reportaron que los portadores del alelo G (GG/AG) del rs741301 de
ELMOL1, comparados con los homocigotos AA con etilismo positivo, presentaban mas

riesgo de desarrollar ERD (41).

Es importante considerar el papel de los nuevos agentes farmacol6gicos
nefroprotectores, los cuales han demostrado retardar el dafio y la progresion de la ERD,
como los IECA, ARA-II, iISGLT2 y los ar-GLP1 (20,22,23,79-82), cuyo papel no es
considerado en la mayoria de los estudios. En nuestro estudio el analisis de regresion
multivariada no mostro interaccion dichos farmacos con el rs741301 y el desarrollo de la
ERD.

Por otro lado, la complejidad del gen ELMOL1 en el desarrollo de la ERD, su papel en la
fisiopatogenia de la enfermedad no es del todo claro. El gen ELMO1 se ha asociado con
la fibrosis renal y la glomeruloesclerosis diabética a través de una mayor expresion de
genes profibroticos como el gen TGF-B1, COLAL (que codifica el gen colagena tipo 1) y
la fibronectina. Por otro lado, también se ha asociado con la inhibicién de la expresién
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de genes antifibréticos como los de las metaloproteinasas de la matriz extracelular
(37,83). Otro vinculo entre ELMOL1 y la patogénesis de la ERD es la generacion de
especies reactivas de oxigeno que aumentan el estrés oxidativo a nivel renal (39). A su
vez también actia como regulador de la actividad de la (COX-2), aumentando la actividad
del promotor de la fibronectina, lo que resulta en la acumulacion de fibronectina,
exacerbando la lesion glomerular y desarrollando glomeruloesclerosis, con la

consecuente presencia de proteinuria (37,38,73).

En un estudio in vivo Sharma et al., (2016) describieron que la sobreexpresion de ELMO1
mostré reversibilidad de los cambios estructurales y funcionales inducidos por la
hiperglucemia en las células renales del pez cebra, sugiriendo que ELMOL1 protege los
glomérulos de la apoptosis y el dafio inducido por la hiperglucemia (83). Por lo tanto, aun
es necesario dilucidar el papel de ELMOL1 en la patogénesis de la ERD.

Es importante mencionar que el rs741301 se encuentra en una region intrénica del gen
ELMOZ1 (intrén 18), por lo que no se traduce en una proteina (39,84). Actualmente se
sabe que los intrones pueden tener diferentes funciones, como, regulaciéon, aumento o
disminucién en la expresion de un gen a través de diferentes mecanismos, como los
efectos generales en el corte y empalme (splicing), modificacion de sitios de unién a
proteinas y aumento en la acumulacion del ARNm (33,34,85,86). Se desconoce
exactamente la accion que el rs741301 ejerce sobre el gen ELMOL1, sin embargo, se ha
considerado que esta asociado al desarrollo de la ERD a través de su efecto en la
expresion del gen ELMOL, lo cual se fundamenta en los estudios de asociacion de todo
el genoma (GWAS) (72,74), y estudios de casos y controles que han reportado su
asociacion en algunas poblaciones (40-42,45,70,72).

Frecuencias alélicas, genotipicas y equilibrio de Hardy Weinberg.

La poblacién total de estudio, asi como los subgrupos, se encontraron en equilibrio Hardy-
Weinberg. La frecuencia del alelo menor (alelo G) fue de 38%, ligeramente mas baja a
la reportada en poblacion mundial (43%) y el continente americano (40%), y un poco

mayor a la reportada en poblacion de los Angeles California con ancestria mexicana
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(33%) de acuerdo con los datos publicados en la plataforma de Ensemble (ensemble.org)
(84). Al separar la poblacion total en las diferentes localidades, Chihuahua y Juarez, no
encontramos diferencias significativas en la distribucién de las frecuencias alélicas y
genotipicas entre ambas poblaciones. Sin embargo, la frecuencia de casos (64 pacientes
con ERD) y la cantidad de pacientes con mas de 15 afios de evolucion de DM2 fue mayor
en Cd. Juéarez, de igual forma esta poblacion presento mayor descontrol glucémico y
metabdlico.

La frecuencia del alelo G reportada en otras poblaciones varia entre 20%-55%. La
prevalencia mas baja reportada es en el grupo de Hou et al., (2019) en poblacién China
(41), y la mas alta en E.U.A. de acuerdo con Hanson et al., (2010) en una poblacién de
indigenas americanos (43).

La frecuencia genotipica de GG en otras poblaciones varia entre 5%-58%. La prevalencia
mas baja fue descrita en Japdn por Shimazaki et al., (2005) (72) y la mas alta en Indonesia
por Kirtaniya et al., (2023) (73). La frecuencia de GG observada en nuestra poblacion
fue de 16%.

En la poblacion mexicana, la composicién genética es compleja y cambia de acuerdo con
la region geogréfica analizada. En general tenemos un 45% de ancestria nativo-
americana, una proporcion similar europea y un pequefio porcentaje de ancestria africana
de entre 1-5% (48). En poblaciones como la nuestra aumenta el DL debido al mestizaje
lo que influye en la frecuencia y distribucion de los alelos y en la variabilidad genética
(49). El mapeo de mezcla o admixture mapping permite identificar alelos comunes entre
individuos y correlacionarlos con la ancestria (87,88). Esto ultimo quedo fuera del alcance
de nuestro estudio.

El estado de Chihuahua, de acuerdo con la investigacion de Villalobos et al., (2009), y el
estudio de Moreno et al., (2013), tiene un componente en 50.3% europeo, sin embargo,

también hay asentamientos de diferentes grupos étnicos en el estado (89,90).

Variables demograficas, clinicas y bioquimicas.
Encontramos diferencias significativas de algunas variables de estudio entre controles y

casos, las cuales no se asociaron en el analisis multivariado con el desarrollo de la ERD.
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De acuerdo con la literatura revisada son explicadas por otras causas y resulta

interesante su analisis.

Edad, tiempo de evolucion de la DM2 y tiempo de evolucion de la HAS. Al comparar estas
variables entre controles y casos, la edad fue mayor en los casos, asi como el tiempo de
evolucion de la DM2 e HAS, tanto de forma dependiente como independiente del
genotipo. Esto no se atribuydé a una relacion causal asociada al genotipo, sino a la
evolucion de la DM2. Estas caracteristicas de la poblacion son consistentes con los
hallazgos de Wu et al., (2013) (45), Hanson et al., (2010) (43) y Mehrabzadeh et al.,
(2015) (42). Habitualmente el desarrollo de la ERD se presenta después de 15-20 afios
de persistir el descontrol glucémico, por lo que se espera que la poblacion enferma sea
de mayor edad (91-93). La DM2 de inicio temprano (descrita como la que se presenta en
menores de 40 afos), se ha asociado como un factor de riesgo independiente para el

desarrollo de ERD y ERT por tener un mayor tiempo de exposicion a la DM2 (45,94,95).

Diferentes mecanismos relacionados tanto a la ERD como a la DM2 se asocian al
desarrollo de HAS, por lo que la HAS es mas prevalente en este grupo de pacientes
respecto a la poblacion general. Algunos de los mecanismos relacionados son la
resistencia a la insulina, la disfuncion endotelial, la aterosclerosis, retencion renal de
sodio y agua, inflamacion crénica, estrés oxidativo, la activacion persistente del SRAA, y
las concentraciénes de Kloto y vitamina D disminuidas (96,97). En el estudio de Hou et
al., (2019), los pacientes con DM2 tuvieron una prevalencia de HAS de 29%, la cual fue
aun mayor en los pacientes con dafio renal (ERD) 36% (41), en esta misma direccién la
investigacion de Wu et al., (2013) reportaron HAS en 53% de los controles (DM2 sin ERD)
y 69% de los casos (DM2 con ERD) (45), en el estudio de Kwiendacz et al., (2020), la
prevalencia de HAS en los controles (DM2 sin ERD) fue de 90% y en los casos (DM2 con
ERD) 94% (46). Estos hallazgos son consistentes con la presencia de HAS en nuestra
poblacion de estudio, en donde la HAS fue mas prevalente en los casos (96%) en
comparacion con los controles (71%). También observamos mayor prevalencia de HAS
en la poblacion de Cd. Juarez (61.92%), en comparacion con la de Cd. Chihuahua
(58.20%).
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No obstante, la prevalencia de HAS que observamos en nuestro estudio es mas alta que
la reportada en México, de acuerdo con datos publicados por la Federacion Mexicana de
Diabetes (FMD) y la Encuesta Nacional de Salud y Nutricibn (ENSANUT), quienes
reportaron que la prevalencia de HAS en los pacientes con diabetes fue de 56.3% en
2022 (98).

En cuanto al IMC, en este estudio, los casos presentaron un IMC mas bajo respecto a los
controles, datos similares se observan en el estudio de Kwiendacz et al., (2020), en donde
los pacientes con ERD mostraron cifras menores de IMC en relacion con los controles
(46). Estos hallazgos contrastan con los observados en los estudios de Hou et al., (2019)
(41), Bayoumy et al., (2020) (40) y Mehrabzadeh et al., (2015) (42), en donde los
pacientes con ERD presentaron un IMC mayor en comparacién que los pacientes
controles (DM2).

La alteracion del peso mas frecuente observada en nuestro estudio de acuerdo con la
determinacién del IMC fue la obesidad en los controles (58.48%) y el sobrepeso en los
casos (45.37%). Hallazgos similares se observaron en los estudios de Bayoumy et al.,
(2020) (40), Hou et al., (2019) (41), Mehrabzadeh et al., (2015) (42) y Kwiendacz et al.,
(2020) (46), con una proporcion similar de obesidad y sobrepeso en ambos grupos de
estudio (controles y casos). La obesidad es una comorbilidad frecuente en los pacientes
con DM2, y es por si misma un factor de riesgo independiente para resistencia a la
insulina y desarrollo de DM2 (99,100). No encontramos diferencias en la prevalencia de

sobrepeso y obesidad entre la poblacion de Cd. Chihuahua y Cd. Juéarez.

La poblacion de Cd. Juarez presento mayor descontrol de la diabetes evaluado por cifras
de glucosa y HbAlc. Al analizar a la poblacion total, las cifras de glucosa sérica y
hemoglobina glucosilada fueron significativamente mas altas en los controles al comparar
con los casos. Un hallazgo similar se observé en el estudio de Wu et al., (2013), en
donde los controles presentaron mayor descontrol glicémico en relacion con los casos
(DM2 con ERD) (45). Dichos hallazgos contrastan con la mayoria de los estudios

revisados, en donde los controles presentaron un mejor control glicémico, como los
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estudios de Bayoumy et al., (2020) (40), Hou et al., (2019) (41), Mehrabzadeh et al.,
(2015) (42) y Kwiendacz et al., (2020) (46).

Sin embargo, el mayor control de la glucosa en los pacientes con ERD parece ser un
fendmeno de causalidad inversa, es decir que las cifras elevadas de glucosa no tienen
un efecto protector en la ERD, més bien el mejor control de la glucosa es un efecto de la
ERD.

Diferentes factores relacionados con la fisiopatologia de la ERD podrian estar
involucrados en el control glucémico que se observé en los pacientes con dafio renal. Por
un lado, la insulina tanto endégena como exdgena tienen depuracion renal, por tanto, al
estar disminuida la TFGe en el paciente enfermo, esto se asocia a mayor control de la
glucosa sérica, aunado a la degradacion disminuida de insulina en los tejidos periféricos
(101). Por otro lado, en un paciente sano el rifidn se encarga hasta de 50% de la
gluconeogénesis en los periodos de ayuno, lo que no sucede cuando existe dafio renal,
y contribuye a un mayor control de la glucosa (102). Finalmente es posible que el efecto
aditivo de otros antidiabéticos utilizados en los pacientes con ERD también contribuyan
al control mas estricto de la glucosa (103).

Se ha descrito que los pacientes con ERC tienen mayor incidencia de hipoglucemia y el
riesgo es aun mayor en los pacientes con ERD, incrementando la mortalidad en este
grupo de pacientes (104,105). El control estricto de la glucosa en estos pacientes se
asocia a mayor riesgo de hipoglucemia, de ahi que la meta de HbAlc debe ser
individualizada tomando en cuenta diferentes factores como: edad avanzada, grado de
funcién renal, complicaciones micro y macrovasculares, comorbilidades y edad del
paciente (15,18,106-108).

Urea, creatinina, acido urico, TFGe. Estas variables fueron significativamente mas altas
en los controles en relaciéon con los casos, este hallazgo era esperado pues la urea,
creatinina y el &cido Urico tienen depuracion renal y son marcadores bioquimicos de dafio
renal. Por tanto, al estar reducida la TFGe en los casos, se elevan los niveles de estos
solutos (8,109-111).
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Hemoglobina sérica. Los niveles de hemoglobina sérica también fueron
significativamente mas elevados en los controles. Este hallazgo es normal por la
fisiopatogenia de la ERD-ERC, en la que hay multiples factores implicados, el principal
es la reduccion en la sintesis de eritropoyetina debido a la fibrosis renal. Algunos otros
factores relacionados son las deficiencias nutricionales (deficiencia de hierro, vitamina 12
y acido félico), la inflamacion crénica, en parte por el ambiente urémico, reduccion de la
vida media eritrocitaria y el desarrollo de hiperparatiroidismo secundario en los pacientes
con dafio renal (112-114). Esta variable no fue evaluada en los diferentes estudios
revisados para el desarrollo de los antecedentes de esta investigacion.

Limitaciones del estudio

Una de las limitaciones en nuestro estudio fue que, en las unidades de salud publica
involucradas, no se realiza de manera rutinaria la determinacion del cociente
albumina/creatinina en orina (UACR), por lo que no contamos con los datos de esta
variable, que es uno de los criterios diagndsticos de la ERD, sin embargo, al contar con
el valor de la creatinina sérica, nos permitio realizar el calculo de la TFGe. De acuerdo
con las guias ADA y KDIGO el diagnostico de ERD se establece en base a la reduccion
de la TFGe y/o la albuminuria (15,18). Reconocemos que es posible que haya pacientes
con fenotipo albuminurico que no pudimos detectar ya que careciamos de este estudio,
sin embargo, la mayoria de los pacientes presentaban al menos un examen general de

orina (EGO) con el que pudimos descartar la presencia de proteinuria.

Otra limitante esta relacionada directamente con la fisiopatologia de la ERD, ya que, al
ser una enfermedad poligénica y multifactorial, resulta complejo estudiar todas las
posibles variables relacionadas con el desarrollo de la enfermedad (ambientales, étnicas,

confusoras, genéticas y epigenéticas)

Debido a los recursos financieros y de infraestructura con los que se cuenta en el
laboratorio de biologia molecular, realizamos la genotipificacion de cada SNP de forma

individual. Tecnologias mas recientes permiten genotipificar SNPs a gran escala, lo que
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permitiria un andlisis mas extenso, como evaluar diferentes haplotipos, sus interacciones

y el desequilibrio de ligamiento.

Originalmente se planeo la genotipificacion de 2 SNPs del gen ELMO1, sin embargo, solo
fue posible realizar la de uno de ellos debido situaciones técnicas y administrativas

durante el desarrollo del proyecto.

A pesar de que este es el primer estudio en poblacibn mexicana en donde se ha
explorado la asociacion del gen ELMO1 con el desarrollo de ERD del que tenemos
conocimiento, los datos no son generalizables al resto de la poblacion del pais, pues las
caracteristicas de ancestria y étnicas varian en nuestra poblacion, por lo que se requieren

mas estudios en nuestro Pais.

En México no contamos con datos epidemiol6gicos precisos respecto a la prevalencia de
la ERD. EI INSP reporto que en 2020 habia 6.2 millones de pacientes con DM2 y ERD
en diferentes estadios de la enfermedad. Nosotros encontramos una prevalencia de ERD
en la poblacion total de estudio de 27.13%, en la Cd. Chihuahua 21% y en Cd. Juarez de
32%. Sin embargo, desconocemos si la prevalencia de la ERD que observamos refleja

la prevalencia real en nuestro pais.

Perspectivas

Seria interesante poder analizar otros polimorfismos de ELMO1, asi como investigar
posibles interacciones entre ellos relacionados con ERD y/o con otros SNPs relacionados
con el desarrollo de la ERD, asi como el analisis de haplotipos y el céalculo del
desequilibrio de ligamiento.

La identificacion de las variantes de susceptibilidad o proteccion contra la ERD permitira
ampliar el conocimiento relacionado con la fisiopatogenia de la misma. EIl conocimiento
de dichas variantes podria contribuir al desarrollo de modelos predictivos que pueden

acercarnos a la medicina personalizada.
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11. CONCLUSIONES

La poblacion total y los diferentes subgrupos de estudio: casos, controles, Cd.
Chihuahua y Cd. Juarez se encontraron en equilibrio Hardy-Weinberg.

En la poblacion total el genotipo AA se asocié a mayor riesgo del desarrollo de
ERD en el modelo dominante y el AA/GG en el sobredominante, en los pacientes
con DM2 de menos de 15 afios de evolucion y después de ajustar por las variables
de PAS, glucosa sérica y uso de biguanidas.

La frecuencia del alelo menor (Alelo G) fue de 38% en la poblacion total, y
resultados similares entre controles y casos. En la Cd. Chihuahua observamos una
frecuencia de 41% y 35% en Cd. Juérez.

La frecuencia de casos (ERD) y pacientes con DM2 mayor de 15 afios de evolucion
fue mas prevalente en Cd. Juérez, sin diferencia en las frecuencias genotipicas al
comparar con la Cd. Chihuahua.

La prevalencia de ERD en la poblacion total fue de 27.13%, mientras que en la Cd
Chihuahua 21% y en Cd. Juarez 32%.

La prevalencia de HAS en la poblacion total (pacientes con DM2) fue de 60%, en
Cd. Chihuahua 58.20% y en Cd. Juarez 61.92%. Hubo un mayor porcentaje de
pacientes con descontrol tensional en la Cd. Chihuahua (53%), en comparacion
con Cd. Juarez (42.26%).

La prevalencia de sobrepeso y obesidad fue similar entre la Cd. De Chihuahua
(34% y 54.20%) y Cd. Juarez (35% y 51.77%).

El porcentaje de pacientes con DM2 descontrolada, evaluado por las cifras de
HbAlc fue mayor en Cd. Juérez (71.9%) en comparacion con la Cd. Chihuahua
(53%).
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13. ANEXOS

ANEXO 1 Tablas Suplementarias.

Tabla S1. Distribucion de genotipos por modelos de herencia: Poblacién Chihuahua

Sin ERD Con ERD
SNP TFGe TFGe
rs741301 (260mL/min/1.73m?)  (<60mL /min/1.73m?) P OR (IC 95%) P
n=157 (%) n= 44 (%)
Codominante
GG 24 (15.29) 11 (25.00) 1
0.208
AG 77 (49.04) 16 (36.36) 0.45 (0.18-1.10) 0.083
AA 56 (35.67) 17 (38.64) 0.66 (0.27-1.62) 0.368
Dominante
AGI/GG 101 (64.33) 27 (61.36) 0.718 1
AA 56 (35.67) 17 (38.64) 1.13 (0.57-2.26) 0.718
Recesivo
GG 24 (15.29) 11 (25.00) 0.133 1
AA/AG 133 (84.71) 33 (75.00) 0.54 (0.24-1.21) 0.137
Sobredominante
AG 77 (49.04) 16 (36.36) 0.136 1
AA/GG 80 (50.96) 28 (63.64) 1.68 (0.84-3.35) 0.138

Abreviaturas: SNP Polimorfismo de un solo nucleétido, ERD Enfermedad Renal Diabética, TFGe Tasa de Filtrado
Glomerular estimada, OR Raz6n de momios, IC Intervalo de confianza, Valor de p <0.05 se consideré estadisticamente
significativo. Regresion logistica simple.
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Tabla S2. Distribucion de genotipos por modelos de herencia: Poblacion Cd. Juarez

Sin ERD Con ERD
SNP TFGe TFGe
rs741301 (260mL/min/1.73m?)  (<60mL /min/1.73m?) P OR (IC 95%) P
n=133 (%) n= 64 (%)
Codominante
GG 18 (13.53) 5(7.81) 1
0.485
AG 61 (45.86) 30 (46.88) 1.77 (0.60-5.23) 0.301
AA 54 (40.60) 29 (45.31) 1.93 (0.65-5.74) 0.235
Dominante
AG/GG 79 (59.40) 35 (54.68) 0.531 1
AA 54 (40.60) 29 (45.31) 1.21 (0.66-2.21) 0.531
Recesivo
GG 18 (13.53) 5(7.81) 0.271 1
AA/AG 115 (86.47) 59 (92.19) 1.71 (0.65-4.49) 0.276
Sobredominante
AG 61 (45.86) 30 (46.88) 0.894 1
AA/GG 72 (54.13) 34 (53.12) 0.96 (0.53-1.74) 0.894

Abreviaturas: SNP Polimorfismo de un solo nucleétido, ERD Enfermedad Renal Diabética, TFGe Tasa de Filtrado
Glomerular estimada, OR Raz6n de momios, IC Intervalo de confianza, Valor de p <0.05 se consideré estadisticamente
significativo. Regresion logistica simple.
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ANEXO 2. FORMATO DE RECOLECCION INFORMACION

ASOCIACION DE LOS POLIMORFISMOS RS1345365 Y RS741301 DEL GEN ELMO1
CON ENFERMEDAD RENAL DIABETICA EN PACIENTES CON DIABETES
MELLITUS TIPO 2 DE CHIHUAHUA, MEXICO.

HISTORIA CLINICA

Fecha
Folio
1.DATOS GENERALES
Nombre del participante
Fecha nacimiento Edad
Lugar de nacimiento Estado civil Sexo

1. ¢ En afio le dijo el médico que tenia diabetes?
(Trate de averiguar la década de edad en que ocurrié para estimar el afio)

2. ¢ Esta actualmente tomando algin medicamento para la diabetes?

3. ¢Actualmente esta tomando pastillas para la diabetes o aplicandose insulina?

4. ¢ Alguna vez le ha dicho el médico que usted tiene otra(s) enfermedad(es)?

a) Hipertension b) Depresion c) Hipertiroidismo d) Hipotiroidismo e) Gota
f) Ansiedad g) Obesidad h)Insomnio i) Hipercolesterolemia j) Ulceras
k) Hipertrigliceridemia ) Insuficiencia venosa m) Problemas oculares n) Cancer

5. ¢En qué afio le dijo por primera vez el médico que usted tenia tales enfermedades?
(Trate de averiguar la década de edad en que ocurrié para estimar el afio)

6. ¢ Actualmente esta tomando pastillas para tratar tales enfermedades?

2. MEDICAMENTOS

7. ¢ Esta tomando algun medicamento ademas de los que me menciono con 0 sin prescripcion
médica?

Le gustaria hacer una lista de todos los medicamentos que usted esta tomando actualmente.
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3. SUPLEMENTOS Y/O REMEDIOS NATURISTAS
8. ¢ Esta tomando suplementos vitaminicos?

9. ¢ Qué marca especifica de suplemento vitaminico suele usar?

10. ¢ Esta lo mando algun te u otro remedio para la diabetes?

Mencione los nombres:

11. ¢ Cuantos cigarros fuma al dia?

PARAMETROS BIOFIiSICOS

Parametro/Fecha

Peso (Kg)

Talla (m)

IMC (Kg/m?)

Presion arterial

PARAMETROS BIOQUIMICOS

Parametro /Fecha

Glucosa en ayunas (mg/dL)

Hemoglobina HbAlc %

Urea (mg/dL)

Creatinina (mg/dL)

Acido urico (mg/dL)

Colesterol total (mg/dL)

HDL (mg/dL)

LDL (mg/dL)

VLDL (mg/dL)

Triglicéridos (mg/dL)

indice aterogénico
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ANEXO 3. CONSENTIMIENTO INFORMADO UACH

g
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LOGRAR PARA DAR!

Nombre del estudio:

Patrocinador externo (si aplica):
Lugar y fecha:
Numero de registro institucional:

Justificacion y objetivo del estudio:

Procedimientos:

Posibles riesgos y molestias:

Posibles beneficios que recibira al participar
en el estudio:

Informacion sobre resultados y alternativas

de tratamiento:

Participacion o retiro:

Privacidad y confidencialidad:

Declaracién de consentimiento:

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE CHIHUAHUA
FACULTAD DE MEDICINA Y CIENCIAS BIOMEDICAS

Carta de consentimiento informado para participacion

en protocolos de investigacién (adultos) =

v CIENCIAS BIOMEDICAS

Asociacion de los polimorfismos rs1345365 y rs741301 del gen ELMO1 con enfermedad

renal diabética en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 de Chihuahua, México.

No aplica

Chihuahua; 26 octubre de 2022 al 31 de octubre de 2023.

Determinar la asociacion de los polimorfismos rs1345365 y rs741301 del gen ELMO1 con

enfermedad renal diabética en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 de Chihuahua, México.

Revision de expediente clinico, recabar muestras hematicas, genotipificacion de

polimorfismos.

Riesgo minimo segun el articulo 17 de la Ley General en Materia de Salud.

Este estudio no genera un beneficio a corto plazo para el paciente, sin embargo, permitira
generar conocimiento de los factores de riesgo genéticos involucrados en la enfermedad
renal diabética. Esta informacion puede ser de utilidad para la toma de futuras decisiones
a nivel del sistema de salud.

Los resultados del estudio no cambiaran el tratamiento de los pacientes que participan en
el estudio, por lo que no se entregan de manera individual, se estudian en conjunto para
generar conocimiento. Sin embargo, los resultados se presentaran en las sesiones del
departamento de Medicina Interna y Congresos. Los resultados finales seran publicados en

alguna revista indexada.

La participacion en el protocolo es voluntaria y el paciente puede retirarse del estudio
cuando lo desee y lo exprese a los investigadores responsables, sin que ello afecte la

atencion medica que recibe en el Instituto.

Se garantiza que la informacién solo sera utilizada para los fines del presente estudio,
salvaguardando la confidencialidad y privacidad de la misma. La informacién obtenida sera

utilizada con cientificos, docentes y estadisticos dentro del marco de la ética profesional.

Después de heber leido y habiéndoseme explicado todas mis dudas acerca de este estudio:

[]

’ No acepto participar en el estudio.
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I:I Si acepto participar y que se tome la muestra solo para este estudio.

I:I Si acepto participar, que se tome la muestra para este estudio y otorgo mi consentimiento libre para que las muestras de
sangre puedan almacenarse, de acuerdo a la gobernanza indicada en la Pauta #12 de CIOMS (Consejo de Organizaciones
Internacionales de las Ciencias Médicas), para estudios futuros, con la Unica finalidad de generar conocimiento para

enfermedades metabélicas, crénico degenerativas y/o farmacogendmicas a nivel de material heredable.

Los datos que se obtengan de estas investigaciones pueden ser publicados en medios de divulgacion cientifica, con completa

confidencialidad acerca de su identidad.

Firma

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podra dirigirse a:
Investigadora o Investigador Responsable: Irene Leal Solis (Leal-Berumen), Ph.D. Cel 614 1424790, E mail: ileal@uach,mx
Yuliana Martinez Nava Cel 656 7995122 Mat 98158264, E mail: p372205@uach.mx

Colaboradores:

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a: Facultad de Medicina y Ciencias Biomédicas.
Circuito Universitario, Campus Il Chihuahua, Chihuahua. Teléfono 439 1500 ext. 3571/5128 o0 614 1424790 (Dra Leal).

Nombre y firma del participante Nombre y firma de quien obtiene el consentimiento
Testigo 1 Testigo 2
Nombre, relacion y firma Nombre, relacion y firma

Este formato constituye una guia que debera completarse de acuerdo con las caracteristicas propias de cada protocolo de investigacion,
sin omitir informacion relevante del estudio.
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ANEXO 4. CONSENTIMIENTO INFORMADO IMSS

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

‘ UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION
Y POLITICAS DE SALUD
@ COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD
IM$ Carta de consentimiento informado para participacién en

SEGURIDAD Y SOLIDARIDAD SOCIAL

Nombre del estudio:

Patrocinador externo (si aplica):
Lugar y fecha:
Numero de registro institucional:

Justificacion y objetivo del estudio:

Procedimientos:

Posibles riesgos y molestias:

Posibles beneficios que recibird al participar

en el estudio:

Informacion sobre resultados y alternativas de

tratamiento:

Participacion o retiro:

Privacidad y confidencialidad:

Declaracién de consentimiento:

protocolos de investigacion (adultos)

Asaciacion de los polimorfismos rs1345365 y rs741301 del gen ELMOL1 con enfermedad
renal diabética en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 de Chihuahua, México.

FMyCB

HGZ 6, Ciudad Juarez, Chihuahua; 26 octubre de 2022 al 31 de julio de 2023.

Determinar la asociacion de los polimorfismos rs1345365 y rs741301 del gen ELMOL1 con
enfermedad renal diabética en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 de Chihuahua,

México.

Revision de expediente clinico, recabar muestras hematicas, genotipificacion de

polimorfismos.

Riesgo minimo segun el articulo 17 de la Ley General en Materia de Salud.

Este estudio no genera un beneficio a corto plazo para el paciente, sin embargo, permitira
generar conocimiento de los factores de riesgo genéticos involucrados en la enfermedad
renal diabética. Esta informacion puede ser de utilidad para la toma de futuras decisiones

a nivel del sistema de salud.

Los resultados del estudio no cambiaran el tratamiento de los pacientes que participan en
el estudio, por lo que no se entregan de manera individual, se estudian en conjunto para
generar conocimiento. Sin embargo, los resultados se presentaran en las sesiones del
departamento de Medicina Interna y Congresos. Los resultados finales seran publicados

en alguna revista indexada.

La participacién en el protocolo es voluntaria y el paciente puede retirarse del estudio
cuando lo desee y lo exprese a los investigadores responsables, sin que ello afecte la

atencion medica que recibe en el Instituto.

Se garantiza que la informacion solo sera utilizada para los fines del presente estudio,
salvaguardando la confidencialidad y privacidad de la misma. La informacién obtenida sera

utilizada con cientificos, docentes y estadisticos dentro del marco de la ética profesional.
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Después de heber leido y habiéndoseme explicado todas mis dudas acerca de este estudio:

I:I No acepto participar en el estudio.
I:I Si acepto participar y que se tome la muestra solo para este estudio.
I:I Si acepto participar, que se tome la muestra para este estudio y otorgo mi consentimiento libre para que las muestras de

sangre puedan almacenarse, de acuerdo a la gobernanza indicada en la Pauta #12 de CIOMS (Consejo de Organizaciones
Internacionales de las Ciencias Médicas), para estudios futuros, con la Unica finalidad de generar conocimiento para

enfermedades metabdlicas, crénico degenerativas y/o farmacogendmicas a nivel de material heredable.

Los datos que se obtengan de estas investigaciones pueden ser publicados en medios de divulgacion cientifica, con completa

confidencialidad acerca de su identidad.

Firma

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podra dirigirse a:
Investigadora o Investigador Responsable: Irene Leal Solis (Leal-Berumen), Ph.D. Cel 614 1424790, E mail: ileal@uach,mx
Yuliana Martinez Nava Cel 656 7995122 Mat 98158264 E mail: p372205@uach.mx

Colaboradores:

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a: Comité Local de Etica de Investigacion en Salud
del CNIC del IMSS: Avenida Cuauhtémoc 330 4° piso Bloque “B” de la Unidad de Congresos, Colonia Doctores. México, D.F., CP 06720.

Teléfono (55) 56 27 69 00 extension 21230, correo electrénico: comité.eticainv@imss.gob.mx

Nombre y firma del participante Nombre y firma de quien obtiene el consentimiento
Testigo 1 Testigo 2
Nombre, relacion y firma Nombre, relacion y firma

Este formato constituye una guia que debera completarse de acuerdo con las caracteristicas propias de cada protocolo de investigacion,

sin omitir informacién relevante del estudio.
Clave: 2810-009-013
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ANEXO 6. DICTAMEN DE APROBACION UACH FMyCB

TACVIRRIBAD AL TONA % Chihuahua, Chih., 20 de abril de 2023
CHIHUAHUA Asunto: Dictamen de protocolo
DRA. IRENE LEAL SOLIS
RESPONSABLE
PRESENTE.-

Por este medio notificamos a usted que, el Comité de Etica en Investigacion de la
Facutad de Medicina y Cienclas Biomédicas, revisé el protocolo titulado
“ASOCIACION DE LOS POLIMORFISMOS rs1345365 Y rs741301 DEL GEN
ELMO1 CON ENFERMEDAD RENAL DIABETICA EN PACIENTES CON
DIABETES MELLITUS TIPO 2 DE CHIHUAHUA, MEXICO". con nimero de
registro CI-047-22 y se dictaminé como APROBADO.

Sin més por el momento, quedo de Usted.

ATENTAMENTE
“MENT! DA LUCEM, MANIBUS ARTEM”

‘&& :maaai-
V¥ Medicina
CHTNUATIUN .

DR. JAIR C
PRESIDENTE E

EN INVESTIGACION FMyCB

FACULTAD DE MEDICINA Y CIENCIAS BIOMEDICAS
Circwito Universiano, Campus 15, C.P. 31125,

Tel, S24614) 2386030

Chibeahus, Chib., Mévico
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ANEXO 6. DICTAMEN DE APROBACION IMSS

ORI NG
DVE INVESTIGACEN

&M alund

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
DIRECCION DE PRESTACIONES MEDICAS

Dictamen de Aprobado

Comité Local de Investigacion en Salud 805.
U MED FAMILIAR NUM 33

i Registro COFEPRIS 17 CI 08 019 026
Registro CONBIOETICA CONBIOETICA 08 CEI 003 2018072

FECHA Jueves, 09 de febrero de 2023

Dra. YULIANA MARTINEZ NAVA
PRESENTE

Tengo el agrado de notificarle, que el protocolo de investigacion con titulo Asociacion de los
polimorfismos rs1345365 v rs741301 del gen ELMO1 con enfermedad renal diabética
en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 de Chihuahua, México. que sometid a
consideracion para evaluacion de este Comité, de acuerdo con las recomendaciones de sus
integrantes y de los revisores, cumple con la calidad metodolagica v los reguerimientos de ética
y de investigacion, por lo que el dictamenes APROB A D O:

Mumero de Registro Institucional

R-2021-805-003

De acuerdo a la normativa vigente, deberd presentar en junio de cada afioc un informe de
seguimiento técnico acerca del desarrollo del protocolo a su cargo. Este dictamen tiene vigencia
de un afio, por lo gue en caso de ser necesario, reguerira solicitar la re aprobacion del Comité de
Etica en Investigacion, al término de |a vigencia del mismo.

ATENTAMENTE

Dr. Jorge Alberto Granados Chavez
Presidente del Comité Local de Investigacion en Salud Mo. 805
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