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RESUM DE LA TESI

Aquesta tesi s’ha centrat en I'estudi de la influéncia genética sobre diversos aspectes
de la nefropatia. Concretament, hem estudiat la relacié de 6 polimorfismes de gens del
sistema renina-angiotensina amb la progressio de la nefropatia, i amb la mortalitat en
dialisi de pacients diabétics de tipus 2. També s’ha inclds un estudi preliminar que
explora la relacié entre els polimorfismes i la instauracio de la nefropatia.

La classificacié genotipica dels pacients s’ha dut a terme mitjan¢ant la técnica de PCR-
RFLP o bé PCR a temps real. S’han genotipat els seglents polimorfismes: I/D del gen
que codifica per I'enzim convertidor d’angiotensina | o peptidil-dipeptidasa A (ACE1),
p.M235T del gen que codifica per I'angiotensinogen (AGT), g.1166A>C del gen que
codifica pel receptor d’angiotensina Il de tipus 1 (AGTR7), c¢.186+2053G>A,
c.439+4C>T i ¢.1542-361C>G del gen que codifica per I'enzim convertidor
d’angiotensina | de tipus 2 (ACE2). Els polimorfismes del gen de 'ACEZ2 no havien
estat mai estudiats en la progressio de la nefropatia ni en la mortalitat en dialisi. Totes
les analisis estadistiques es van dur a terme de forma individual per a cada
polimorfisme i també de forma conjunta per avaluar possibles interaccions entre ells.
La influéncia dels polimorfismes sobre la mortalitat en dialisi s’ha estudiat mitjangant
una analisi de la supervivéncia amb models de regressié de Cox multivariant amb 100
pacients diabétics de tipus 2 que havien iniciat tractament amb dialisi al nostre centre
hospitalari. A la regressié de Cox individual de cada polimorfisme, I'l/D de 'ACET" i el
p.M235T de 'AGT van presentar efectes significatius sobre la mortalitat. Concretament
el genotip DD va explicar un augment del risc de mortalitat de 3,5 (1,3 — 9,9) vegades
el dels pacients Il, i el genotip MM al seu torn va explicar un augment del risc de
mortalitat de 3,8 (1,2 — 12,4) vegades el dels pacients TT. En I'estudi conjunt dels
polimorfismes es va observar que el nombre d’allels D (I/D), M (p.M235T) i G
(c.186+2053G>A) que tenia un pacient determinava de forma estadisticament
significativa un increment del risc de morir: el risc relatiu de morir augmentava 1,5
vegades (IC 95% 1,2-1,9 p=0,002) per cada al-lel de risc de més que tenia el pacient.
Es a dir, els pacients amb els sis al-lels de risc tenien una probabilitat de morir 11
vegades superior als que no en tenien cap.

La influencia dels polimorfismes sobre la progressié de la nefropatia una vegada ja
establerta es va estudiar mitjangcant models de Cox i de regressié lineal multivariant
amb 320 pacients diabétics de tipus 2 diagnosticats d’insuficiéncia renal cronica
d’estadis 1-3. A falta d’'un Unic criteri universal per avaluar la progressié, nosaltres en

vam utilitzar 7 de diferents. Les conclusions a les quals es va arribar amb els diferents

Vi



criteris no van ser mai contradictories encara que si que diferien en la significacio
estadistica adjudicada als polimorfismes. Vam proposar I'is del pendent de la velocitat
de filtracioé glomerular estimada mitjangcant la formula MDRD-IDMS, basant-nos en una
relacié estadisticament més significativa entre aquest criteri i I'excrecié diaria de
proteina en orina, la variable que bibliograficament més s’ha relacionat amb la
progressié de la nefropatia. Pel que fa a I'estudi individual dels polimorfismes, es va
observar una relacié estadisticament significativa entre el pendent de disminucio
d’'MDRD i els polimorfismes p.M235T de 'AGT, c.186+2053G>A i c.1542-361C>G de
'ACE2 —els dos darrers Unicament en els homes—. Es remarcable destacar que
aquesta relacid va ser encara més intensa quan es va realitzar I'estudi amb els
pacients que presentaven una velocitat de filtracié glomerular encara conservada (> 60
mL/min/1,73 m?) a la primera visita, és a dir, d’estadis 1-2 d’insuficiéncia renal cronica.
Amb aquests pacients, l'estudi conjunt dels polimorfismes va mostrar que la
combinacié d’allels que millor estimava la progressio de la nefropatia era la formada
per D (I/D), M (p.M235T) i A (c.186+2053G>A). Per cada al-lel de risc addicional, el
pendent d’MDRD variava -0,86 mL/min/1,73 m? anualment (p=0,0005). Es a dir, el fet
de tenir els 6 allels de risc respecte no tenir-ne cap, explicava una perdua anual de la
velocitat de filtracié glomerular de -5,2 mL/min/1,73 m®. En els homes, aquesta relacié
va resultar ser encara més significativa.

Finalment, la influencia dels polimorfismes sobre I'establiment de la nefropatia es va
estudiar mitjangant models de regressid logistica multivariant amb 227 casos i 69
controls. No es va poder evidenciar cap efecte genétic en la instauracié de la

nefropatia.

En resum, els resultats presentat en aquesta tesi posen de manifest que els
polimorfismes I/D del gen ACE1, p.M235T de I'AGT, ¢c.186+2053G>A i en menor
importancia c.1542-361C>G del gen ACE2 influeixen en la mortalitat dels pacients
diabétics de tipus 2 en dialisi i en la progressié de la nefropatia una vegada ja esta
establerta, i que els polimorfismes implicats actuen conjuntament per produir I'efecte
final. Per contra, no hem pogut demostrar que estiguin relacionats en la susceptibilitat

a desenvolupar la nefropatia.
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1. INTRODUCCIO






Introduccié

1.1 DIABETIS MELLITUS | LES SEVES COMPLICACIONS

La diabetis mellitus és un trastorn cronic de base genética caracteritzat per tres tipus
de manifestacions:

a) una sindrome metabolica que consisteix en hiperglucémia, glucosuria, polifagia,
polidipsia, poliuria i alteracions en el metabolisme dels lipids i de les proteines com a
consequéncia d’'un deficit absolut o relatiu en la produccié o I'accié de la insulina

b) una sindrome vascular que pot ser macroangiopatica o microangiopatica, i que
afecta tots els organs perd especialment el cor, la circulacié cerebral i periférica, els
ronyons i la retina

¢) una sindrome neuropatica que pot ser, al seu torn, autdnoma o periférica.

La diabetis de tipus 2, coneguda anteriorment com a diabetis no insulinodependent o
d’inici a 'edat adulta, és la forma més prevalent de diabetis i el risc de desenvolupar-la
augmenta amb l'edat, I'obesitat i el sedentarisme. Es el resultat de I'associacié
d’insulinoresisténcia i secrecié deficient de la insulina.

Sol iniciar-se de forma progressiva després dels 40 anys, encara que en les darreres
déecades ha existit un increment notable en persones més joves o inclus en nens, en
els paisos desenvolupats.

Tal com recull Martinez en una revisié publicada recentment (1), s’han establert unes
xifres mundials alarmants de diabetis per I'any 2030, on s’estima que 366 milions de
persones patiran aquesta malaltia. En un estudi canadenc, s’ha observat un increment
de la incidéncia de diabetis del 69% i de la prevalenca del 27%, conjuntament amb una
disminucio de la taxa de mortalitat del pacient diabétic del 25%, entre els anys 1995 i
2005. Un estudi més optimista publicat I'any 2006 parla d'una tendéncia a
I'estabilitzacio de la pandémia de diabetis mellitus que va comencar als anys 80 als
Estats Units. A Espanya, la distribucié de la diabetis mellitus de tipus 2 no és uniforme
i varia d’unes regions a altres. Actualment s’estima que entre el 10 i el 15% de la
poblacié adulta pateix diabetis (1). A Catalunya la diabetis s’estima en un 10,3% de la
poblacid, que es descompon en el 6,4% amb diabetis coneguda i el 3,9% restant que
encara no ho sap (2).

Donat que com a minim el 50% de totes les persones amb diabetis desconeix que té la
malaltia (3), freqientment la diabetis de tipus 2 roman sense diagnosticar i per tant
sense tractament durant anys, degut al desenvolupament lent, I'abséncia de
simptomes o la seva infravaloracié. Aquesta circumstancia sol ocasionar que els
pacients ja tinguin complicacions croniques en el moment del diagnostic.

Les complicacions croniques de la diabetis es classifiquen en tres grans grups: les

macroangiopatiques, que sén una forma d’ateroesclerosi que afecta als grans vasos



Introduccié

(coronaris, cerebrovasculars i periférics), les microangiopatiques, que inclouen la

retinopatia i nefropatia diabétiques, i les neuropatiques.

1.2 NEFROPATIA DIABETICA

1.2.1 Definicié i diagnostic

La denominacié de nefropatia diabética es reserva per la complicacié microvascular
secundaria a la diabetis que afecta al glomeérul (glomeruloesclerosi difusa o nodular) i
les arterioles (arterioloesclerosi). Altres afectacions renals de la diabetis soén
'ateromatosi de les artéries renals i els seus grans vasos, la necrosi papil-lar, la
pielonefritis i la uropatia obstructiva neurogénica.

La nefropatia diabética es caracteritza per una fase inicial d’hipertrofia tant glomerular
com tubular, seguida per un increment de I'excreci6 urinaria d’albumina acompanyada
per la pérdua progressiva de la funcié renal. En el periode inicial hi ha augments del 20
al 50% en la velocitat de filtracié glomerular (VFG). Paral-lelament, és caracteristic un
augment del flux sanguini renal, que pot ser normalitzat amb un bon control de la
glucosa plasmatica. La hipertrofia renal persisteix, a diferéncia d’altres nefropaties, fins
a etapes d’insuficiéncia renal avangada.

El diagnostic definitiu de nefropatia diabética s’estableix mitjangant I'observacié, en
una bidpsia renal, de les lesions histoldgiques tipiques. Com que la biopsia és invasiva
i dolorosa, a efectes practics s’assumeix que pateixen nefropatia diabética els pacients
diabétics amb una evolucio de la malaltia superior als 10 anys, que estan diagnosticats
d’insuficiéncia renal cronica. Es caracteritza per la preséncia d’albuminuria
progressiva. Alguns autors afegeixen la preséncia de retinopatia com a requisit (4),
encara que és sabut que un pacient pot desenvolupar en primer lloc nefropatia i
posteriorment retinopatia: el risc de malaltia cardiovascular, retinopatia i altres
complicacions de la diabetis és més alta en pacients amb nefropatia diabética que en
pacients diabétics sense malaltia renal (5). Per tal que el diagnostic sigui més
versemblant, cal descartar la preséncia d’altres malalties renals o alguna causa

coneguda de pérdua de proteines a I'orina com una infeccio urinaria.

La insuficiéncia renal crénica es diagnostica quan es troben valors patologics dels
marcadors de deteriorament de la funcié renal comentats més avall, o bé quan la
velocitat de filtracié glomerular és inferior a 60 mL/min/1,73 m? durant més de tres

mesos, independentment de la causa (6).
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Els marcadors de deteriorament de la funcié renal sén la proteinuria persistent
(determinada pels valors patologics del quocient de les concentracions d’albumina/
creatinini o proteina/creatinini en dues de tres mostres d’orina puntual), anomalies en
el sediment urinari i altres anomalies en estudis d’imatge. La velocitat de filtracio
glomerular és el millor estimador de la funcié renal. Els valors normals de la filtracio
canvien en funcio de I'edat, el sexe i la massa corporal. En adults joves és de 120 a
130 i va disminuint amb I'edat. Una VFG inferior a 60 mL/min/1,73 m? representa una
pérdua de més de la meitat de la funcié renal d’un adult. Per sota d’aquesta xifra, la

prevalenca de complicacions de la insuficiéncia renal cronica s’incrementa.

1.2.2 Epidemiologia

La nefropatia és una de les complicacions més greus de la diabetis. Les dades
epidemiologiques s6n molt més concretes pel que fa a la diabetis mellitus de tipus 1
que no pas per la de tipus 2, donat que aquesta darrera, de vegades, queda sense
diagnosticar o bé resulta impossible establir una data d'’inici de la diabetis i de la propia
complicacié renal.

En l'actualitat, el nombre de diabétics al mén se situa al voltant dels 154 milions i es
preveu que aquesta xifra es doblara als propers 20 anys. La nefropatia es desenvolupa
en aproximadament el 35% dels pacients amb diabetis mellitus (7). Per raons no ben
conegudes, només determinats pacients pateixen complicacions renals, les quals
solen tenir lloc relativament d’hora en el curs de la diabetis. La prevalenga augmenta
cada any a partir dels 10 anys (prevalenga acumulada del 46% en homes i del 32% en
dones) fins a arribar a un maxim al voltant dels 25 anys d’evolucié6. Un cop
transcorregut aquest periode sense aparicié de nefropatia clinica, la probabilitat que es
desenvolupi és molt baixa. El temps mitja entre el diagnostic de la diabetis i el primer
signe de nefropatia —proteinuria— és de 17 anys, encara que és extremadament
variable.

Actualment, entre el 30-50% de les causes d’insuficiencia renal cronica als paisos
desenvolupats son atribuibles a la diabetis mellitus i malalties vasculars (8). Els
individus amb diabetis mellitus tenen un risc relatiu de presentar insuficiéncia renal 25
vegades superior que els individus que no en tenen (9).

Es preveu que l'epidéemia de diabetis mellitus de tipus 2 associada a obesitat
contribuira notablement a l'increment d’insuficiéncia renal cronica, encara que el
control de la glucémia i el tractament de la hipertensio, especialment mitjancant la
inhibici6é del sistema renina-angiotensina (RAS), pot retardar I'aparicié de la nefropatia

diabética i, una vegada establerta, disminuir la seva progressié (10).
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1.2.3 Factors de risc

La relacié causal de la hiperglucémia en la génesi de les complicacions croniques de
la diabetis és evident: els resultats del Diabetes Control and Complications Trial
(DCCT) han confirmat la importancia de mantenir la concentracié de glucosa en el
plasma dins dels intervals de referéncia en la prevencidé primaria i secundaria
d’aquestes lesions (11). No obstant, alguns estudis epidemiolodgics revelen que prop
del 60% dels pacients no desenvolupen complicacions renals independentment del
grau de control de la glucémia. Aix0 significa que la glucosa no és I'inica causa de les
complicacions, sin6 que altres factors també condicionen la gravetat i progressio de la
malaltia.

Els factors de risc de desenvolupament de nefropatia en el pacient diabétic coneguts
fins al moment sén la hiperglucémia, la hipertensié arterial, el sedentarisme, la
obesitat, el tabaquisme, I'edat, les alteracions lipidiques, el temps transcorregut des de
l'inici de la diabetis, les dietes amb excés de proteines, la susceptibilitat genética i la

raca (12).

1.2.4 Mecanismes moleculars

La hiperglucémia —l'alteracié de la via dels poliols porta a un excés de sorbitol
intracel-lular— i I'elevacié de la pressié arterial son els principals desencadenants de
nefropatia en el pacient diabetic, juntament amb I'activacié de I'angiotensina Il. Com
que la nefropatia no es desenvolupa en tots els pacients, factors ambientals i genétics

participen també en el seu desenvolupament.

L’excés de glucosa circulant en plasma és responsable de la glicosilacié no enzimatica
de proteines circulants i estructurals. Aquest procés és capac d’induir hiperfiltracié
glomerular i incrementar la secrecié de citocines i factors de creixement que
provoquen I'engruiximent de la membrana basal glomerular.

La hiperglucémia augmenta I'expressié de receptors de [Ilangiotensina Il. La
hiperfiltracié que s’observa a la glomeruloesclerosi diabética és consequiéncia d’uns
fluxos i pressions glomerular augmentats. L’origen resideix en alteracions vasomotores
consistents en una vasodilataci6 de les arterioles glomerulars aferents i en un
increment del to de I'arteriola eferent induit per I'angiotensina Il. Com a consequéncia
es produeix una hipertensio intraglomerular que indueix I'expansié de la matriu

mesangial i la lesi6é glomerular.
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D’altra banda, algunes molécules implicades en la patogénia de la lesi6 renal a la
nefropatia del pacient diabétic, com la proteina cinasa C, poden manifestar diverses
isoformes, les quals, en funci6 de la seva diversitat i especificitat provocaran
albumindria i fibrosi renal, incrementant la preséncia de mediadors de l'activacié
intracel-lular. Nous estudis amb models animals suggereixen que la disfuncio

endotelial és el factor clau pel desenvolupament de la nefropatia (1).

1.2.4.1 Fisiologia del sistema renina-angiotensina

El sistema renina-angiotensina s’estimula per deshidratacié, hemorragia o
disminucioé de la concentracid plasmatica d’i6 sodi, tots ells causants d’hipovolémia i
per tant de reduccid de la pressié arterial. La disminucio de la pressio arterial estimula
la secrecié de renina (EC 3.4.23.15), a les cél-lules juxtaglomerulars del corpuscle
renal. Augmenta la concentracioé de renina plasmatica, la qual mitjancant la seva accié
proteasa actua sobre I'angiotensinogen —proteina plasmatica de 453 aminoacids i
d’origen hepatic— escindint el decapéptid aminoterminal denominat angiotensina l.

En fluir la sang amb concentracions elevades d’angiotensina | pels capil-lars, sobretot
els pulmonars, I’enzim convertidor d’angiotensina | (peptidil-dipeptidasa A, EC
3.4.15.1) transforma l'angiotensina | en angiotensina Il, péptid de 8 aminoacids,
incrementant les concentracions plasmatiques d’aquest darrer.

L’angiotensina Il afecta la funcié renal mitjangant quatre accions:

a) Disminueix la velocitat de filtraci6 glomerular per vasoconstriccié de les
arterioles aferents.

b) Incrementa la reabsorcié de Na*, CI" i aigua al tabul contornejat proximal per
estimulaci6 de I'activitat dels cotransportadors Na*/H".

c) Estimula I'escorga suprarenal per alliberar aldosterona, una hormona que
estimula les cél-lules principals dels conductes col-lectors amb la finalitat de
reabsorbir més Na® i CI. La consequiéncia osmotica de la menor excrecio de
Na® i CI" és una menor excrecio d’'aigua, el que incrementa el volum sanguini.

d) Estimula lalliberaci6 de I'hormona antidiirética o vasopressina, fet que

incrementa la reabsorcio d’aigua al conducte col-lector.

El sistema renina-angiotensina, pero, és molt més complex del que es creia. Tipnis et
al. (13) van descobrir un nou enzim: 'enzim convertidor d’angiotensina | de tipus 2
(numero EC no disponible (14)). Actua exclusivament com una carboxipeptidasa (15) i
converteix l'angiotensina | en angiotensina 1-9, que té 9 aminoacids. Mentre

I'angiotensina Il és un potent vasoconstrictor, I'angiotensina 1-9 no té cap efecte sobre
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els vasos sanguinis, pero pot ser convertida mitjangant la peptidil-dipeptidasa A en un
péptid més petit, 'angiotensina 1-7, el qual té activitat vasodilatadora (16). Gurley et
al. (17) han suggerit que aquest enzim metabolitza també el pas d’angiotensina Il a
angiotensina 1-7, contribuint a la regulaci6 de la pressi6 sanguinia (figura 1).

Aquestes troballes suggereixen que I'enzim convertidor d’angiotensina | de tipus 2 i els
seus productes enzimatics constitueixen un mecanisme clau en el balan¢ —pressor

/depressor— del to vascular, i podrien protegir tant de malalties cardiaques com renals.

Angiotensinogen
renina
ECA2
Angiotensina I (1-10) » Angiotensina 1-9
ECA ECA
v ECA2
Angiotensina II (1-8) » Angiotensina 1-7
: ECA
v Angiotensina 1-5
AGTR1 i (inactiva)
Vasoconstriccid Vasodilatacié

Figura 1. Esquema del sistema renina-angiotensina. Els mecanismes encara desconeguts estan marcats
amb una linia de punts. ECA és I'enzim convertidor d’angiotensina (peptidil-dipeptidasa A), ECA2 és
I'enzim convertidor d’angiotensina | de tipus 2, i AGTR1A és el receptor d’angiotensina Il de tipus 1.

El procés pel qual 'angiotensina 1-7 executa la seva accié no esta del tot establert.
S’ha suggerit que aquesta molécula bloqueja I'accié de I'angiotensina Il directament a
través dels receptors d’angiotensina Il de tipus 1 aixi com també de forma indirecta
mitjangant altres vies metabdliques com per exemple bloquejant I'accié de la peptidil-
dipeptidasa A (18).

Diversos estudis han assenyalat que el sistema renina-angiotensina sistémic i/o
intrarenal, representa un paper importantissim en la patogénesi de la nefropatia
diabética (19, 20). La produccié local d’angiotensina Il incrementa la pressio

intraglomerular mitjangant la constriccioé de les arterioles eferents i per tant contribueix
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al desenvolupament i progressié de glomeruloesclerosi, observada en aquest tipus de
nefropatia. També s’ha demostrat que Il'angiotensina |l és capag¢ d’estimular la
produccié de diverses citocines, com el TGF-f i permet la sobreacumulacié de
proteines de la matriu extracel-lular (21).

Encara que el pacient diabétic presenta una disminucié de l'activitat de la renina
plasmatica, s’ha demostrat que al ronyo existeix una hiperactivacioé del sistema renina-
angiotensina (20). Aquesta hiperactivacié local del sistema augmenta la concentracio
d’angiotensina IlI, que actua incrementant I'expressié de citocines, factors de
creixement, estrés oxidatiu i la produccié de colllagen de tipus IV. Per tant, la
hiperactivitat de I'angiotensina Il amplifica els efectes de la hiperglucémia i de la
hipertensi6. La importancia del sistema renina-angiotensina pel que fa a la patogénesi

de la nefropatia en els pacients diabétics esta, doncs, ben establerta.

1.2.5 Progressio

L’elevacié progressiva de la pressié arterial i la proteinuria sén els principals factors
evitables que, juntament amb el control metabdlic, marcaran la progressié de la lesid
renal. El control estricte de la pressio arterial i de la concentracidé de glucosa
plasmatica, el bloqueig del sistema renina-angiotensina i els canvis en l'estil de vida
(deixar de fumar, reduccioé del pes corporal, etc) poden aconseguir que la malaltia
renal cronica s’estabilitzi, és a dir que la velocitat de filtracié glomerular s’aturi en un
estadi particular i que es redueixi notablement la proteinuria (22). En canvi, moltes
altres vegades, la malaltia pot progressar rapidament després de periodes
relativament llargs d’estabilitat. Es important destacar que si el pacient es troba entre
els estadis 1 a 3 d’insuficieéncia renal cronica (vegeu el seglient apartat) €s quan millor

respon al tractament farmacolodgic i a la prevencio dels factors de risc.

Els signes i simptomes de la insuficiéncia renal progressiva son similars als observats
en altres causes d’insuficiéncia renal cronica, encara que, degut a la diabetis mellitus,
presenten alguns trets propis. Aixi, cal tenir present I'ajust de la dosi d’insulina a
mesura que es perd funcionalitat renal, la preséncia concomitant de cardiopatia i
I'observacio d’hipoaldosteronisme hiporeninémic.

Com a consequiéncia de l'edat més avancada i el desenvolupament accelerat
d’arterioesclerosi, els pacients amb diabetis mellitus de tipus 2 poden presentar amb
més freqiéncia que els pacients de tipus 1 altres malalties renals, que poden

sobreafegir-se a la nefropatia diabética.
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1.2.5.1 Classificacio dels estadis de la insuficiéncia renal cronica
L’any 2002, 'American National Kidney Foundation (NKF) Kidney Disease Outcome
Quality Initiative (KDOQI) va proposar la classificaci6 dels diferents estadis
d’insuficiencia renal en funcié Unicament de la velocitat de filtracid glomerular renal
(23):

Estadi 1: VFG 2 90 mL/min/1,73 m?

Estadi 2: VFG entre 60 i 89 mL/min/1,73 m?

Estadi 3: VFG entre 30 i 59 mL/min/1,73 m?

Estadi 4: VFG entre 15 i 29 mL/min/1,73 m?

Estadi 5: VFG < 15 mL/min/1,73 m?

El rony6 es va deteriorant progressivament des de la nefropatia incipient (estadi 1),
caracteritzada per hiperfiltracié i hipertrofia, amb augment del flux plasmatic renal i
microalbuminduria, fins la insuficiéncia renal terminal (estadi 5), acompanyada en la

major part de casos de signes i simptomes d’urémia.

1.2.5.1.1 Estimacié de la velocitat de filtracié glomerular

El procediment de referéncia —gold standard— per la mesura de la velocitat de filtracio
glomerular és el calcul de la depuracié d’'inulina, substancia exdgena la concentracio
plasmatica de la qual es manté estable una vegada injectada a la sang, ja que no esta
sotmesa a filtracié glomerular ni a processos de reabsorcié o metabolitzacié renal. Es
tracta d’'un procediment car, que requereix una infusio intravenosa i la recollida d’orina
durant algunes hores, el que fa que aquest metode no sigui aplicable a la practica
clinica habitual.

El calcul de la depuracié de creatinini en orina de 24 hores va ser el més utilitzat
historicament, perod la variabilitat de I'excrecié renal del creatinini, i la dificultat técnica
en la recollida de l'orina durant tot un dia, han portat a desestimar aquest calcul, i
preferir la determinacié de la velocitat de filtracié glomerular renal amb férmules
matematiques. Les més conegudes sén la de Cockcroft-Gault publicada el 1976, i la
d’'MDRD (Modification of Diet in Renal Disease) desenvolupada el 1999, a partir d’'un
estudi epidemiolodgic que ajusta la VFG a una superficie corporal de 1,73 m?,

L’MDRD Study va demostrar que la velocitat de filtracié glomerular es podia estimar en
insuficiencia renal cronica emprant I'edat, el sexe, la raga (blanc o negre) i la
concentracié de creatinini, d’albumina i d’'urea en sérum. Una versié simplificada de

'MDRD — MDRD-4 - elimina les concentracions seriques d’albumina i d'urea de
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I'equacié, perdent molt poca exactitud (24). Si el procediment de mesura emprat per
mesurar la concentracid plasmatica de creatinini és tragable a un métode de referéncia
d’espectrometria de masses per dilucidé isotopica, la férmula de 'MDRD-4 s’ha
d’utilitzar amb una modificacié —el factor inicial que multiplica és diferent— i la nova
formula s’anomena MDRD-IDMS (Modification of Diet in Renal Disease with an

Isotopic Dilution Mass Spectrophotometry method).

Férmula MDRD-IDMS:
Velocitat de filtracié glomerular (mL/min/1,73 m?) =
=175 x (Srm—Creatinini)""** x (Edat)®*®x (0,742 si és dona) x (1,210 si és de raga negra)

La concentracié sérica de creatinini ha de ser expressada en mg/dL i 'edat en anys.

Aquesta formula és idonia per I'estimacié de la velocitat de filtracid glomerular dels
pacients que pateixen insuficieéncia renal. El principal inconvenient és que subestima la
filtracié glomerular a la poblacié sana, i per aquest motiu només es considera patologic
quan estima filtracions inferiors a 60 mL/min/1,73 m? pertanyents al tercer estadi

d’insuficiencia renal cronica.

1.2.5.2 Tractament

En les fases inicials o amb insuficieéncia renal moderada el tractament es focalitza en el
control de la pressi6o arterial (objectiu 130/80 mmHg), la reducci6 de Ila
microalbuminuria, el control estricte de la glucémia (Hb(San)—Hemoglobina A1c;
fr.subst, calibratge DCCT/NGSP <7%), I'abséncia de tabaquisme, el control de la
dislipémia i el control de les infeccions urinaries (25).

Una vegada establerta la nefropatia, el control metabdlic estricte ja no sembla tan
eficag per evitar la seva progressié. El tractament concomitant d’altres complicacions
com la hipertensié arterial, les infeccions urinaries, I'anémia i la insuficiéncia cardiaca
poden disminuir, encara que de forma temporal, el ritme de progressié de la nefropatia.
Amb un tractament hipotensor precog¢ correcte, cal esperar una reduccio del 50% de la
probabilitat d’arribar a insuficiéncia renal cronica terminal als 8 anys.

Per tal de controlar la pressié arterial, a partir de I'any 1985 es va introduir el
tractament amb inhibidors de I'enzim convertidor d’angiotensina | (IECA), que actuen
fonamentalment disminuint la pressié intracapil-lar. S’ha comprovat que els IECA
redueixen I'excrecié urinaria d’albumina i alenteixen la reduccié de la velocitat de

filtracié glomerular renal. L’estudi Heart Outcomes Prevention Evaluation, HOPE (26),

11
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va demostrar que a igualtat de pressié arterial els IECA van aconseguir una disminucio
del 24% en la taxa de progressio a nefropatia establerta.

Posteriorment es van introduir els farmacs antagonistes dels receptors d’angiotensina
Il de tipus 1 (ARA-II), els quals redueixen la pressio arterial i aconsegueixen disminuir
la taxa de progressié de microalbuminuria a proteinuria. El tractament amb irbesartan
(27) va aconseguir disminuir I'albuminuria un 38% respecte el grup control i després de
3 anys de seguiment, va reduir el risc de progressié a macroalbuminuria en un 70%.
En pacients amb nefropatia establerta, els ARA-Il sén els farmacs antihipertensius que
més redueixen el risc de progressio a insuficiéncia renal (28, 29). L'estudi RENAAL
(Reduction of Endpoints in no-insulin dependent diabetis mellitus with the Angiotensin
[l Antagonist Losartan) es va dissenyar com un estudi multinacional, de doble cec i
aleatori, on es va comparar l'efecte del losartan enfront d’un placebo, ambdues
opcions combinades amb tractament antihipertensiu convencional excloent els IECA i
altres ARA-II. Es van incloure un total de 1513 pacients de 28 paisos diferents. Van
demostrar que el tractament amb losartan disminuia I'excrecio urinaria de proteines un
35% i reduia el risc d’insuficiéncia renal cronica terminal un 28% (30). Des d’un punt
de vista economic, també reduia substancialment els costos associats a la malaltia
renal terminal en pacients diabétics (31).

L’augment de la concentracié plasmatica de potassi és l'efecte secundari més
important dels antagonistes del sistema renina-angiotensina: la presenten I'1,5% dels
pacients tractats amb algun d’aquests farmacs. (30, 32). La proporcié pot ser molt més
gran si els pacients presenten una insuficiéncia renal cronica avangada o bé si en el
tractament es combinen farmacs antialdosteronics.

Des de la introduccié dels ARA-II s’ha plantejat la hipotesi que prescrits en combinacio
amb els IECA, podrien maximitzar la inhibicié del sistema renina-angiotensina i reduir
la proteinuria de forma més efectiva (22). Les societats de nefrologia no havien arribat
a cap consens per tal d’'emetre una recomanacioé en aquest sentit, en part mogudes
per la precaucid a I'hora d’associar farmacs que retenen potassi de forma no
controlada. Sembla pero, que aquest debat quedara finalment tancat després que
s’hagin publicat els resultats de I'estudi ONTARGET (33). En aquest estudi han avaluat
els canvis que es produeixen a la funcié renal d’individus diabétics amb afectacio en
aquest organ, en funcié d’'un tractament amb un o dos farmacs inhibidors del sistema
renina-angiotensina. Van participar un total de 25620 pacients als quals se’ls va
assignar de forma aleatoria el tractament amb ramipril (IECA), telmisartan (ARA-II) o
ambdods. Van concloure que als pacients amb elevat risc vascular, els efectes de

telmisartan i de ramipril en monoterapia sobre la funcié renal eren similars, mentre que
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la terapia combinada, tot i reduir en major grau la proteindria, empitjorava de forma
global les complicacions renals.

La prescripci6 dels dos farmacs en combinacio en pacients diabétics s’hauria de limitar
Unicament a la preséncia de proteinuria en abséncia de cap altra malaltia concomitant i
sempre sota un estricte monitoratge de la concentracié plasmatica de potassi i de la

funcié renal (34).

Donada la necessitat de combinar diversos farmacs antihipertensius per tal
d’aconseguir la reduccié de la pressié arterial fins als objectius assenyalats, els
farmacs que bloquegen el sistema renina-angiotensina s’han de contemplar
necessariament en el tractament d’aquests pacients. Altres farmacs antihipertensius
que es poden emprar son: bloquejadors del canal de calci no dihidropiridines
(verapamil, diltiazem), p-bloquejants i ditiretics. Els inhibidors directes de la renina sén
un nou grup terapéutic que obre perspectives en el maneig de la hipertensié i la

proteinuria a la nefropatia (1).

Es interessant també assenyalar que hi ha hagut diversos estudis encaminats a
demostrar que l'eficacia del tractament amb farmacs inhibidors del sistema renina-
angiotensina depén de polimorfismes genétics (35). Sembla ser que els IECA son
particularment efectius als estadis de normoalbuminuria i microalbuminuria en pacients
diabétics de tipus 2 que tenen el genotip Il en el polimorfisme I/D del gen de I'enzim
convertidor d’angiotensina (vegeu apartat 1.5.1), mentre que els pacients que tenen el
genotip DD s’associen a una millor resposta a la terapia amb els ARA-Il en nefropatia
establerta (36). Tot i aixd encara s6n necessaris més estudis prospectius per tal que la
caracteritzacioé d’aquests polimorfismes sigui realment util per decidir la millor terapia

en pacients amb diabetis i proteinuria (37).
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1.3 INSUFICIENCIA RENAL CRONICA TERMINAL

1.3.1 Definicio, indicacié i tipus de tractament

Quan els pacients arriben a insuficiéncia renal cronica d’estadi 5, corresponent a una
velocitat de filtracié glomerular estimada inferior a 15 mL/min/1,73 m?, majoritariament
acompanyats de signes i simptomes d’urémia, els nefrolegs han d’avaluar els
beneficis, riscs i desavantatges de comencar la terapia substitutiva de ronyé. Certes
complicacions de la insuficiéncia renal justifiquen I'inici de dialisi en pacients als quals
la filtracié glomerular és superior als 15 mL/min/1,73 m?, com per exemple
hiperpotassémia intractable, desnutrici6 relacionada amb la urémia, disfuncio
neurologica d’origen urémic, etc.

El tractament d’eleccié és el trasplantament renal, i quan aquest no és possible, es duu
a terme l'anomenat ‘tractament renal substitutiu’ que comprén técniques dialitiques
que substitueixen parcialment la funcié renal. Els dos tipus principals sén 'hemodialisi i

la dialisi peritoneal.

1.3.1.1 Hemodialisi

L’hemodialisi és una técnica de depuraciéo extracorporia en la qual es posa en
contacte, a través d’'una membrana semipermeable, la sang amb un liquid de dialisi de
caracteristiques predeterminades. Supleix les funcions d’excrecié de soluts, eliminacio
de liquid retingut i regulacié de I'equilibri acid-base i electrolitic. L’accio té lloc gracies a
un mecanisme de difusié o transport per conduccié i a ultrafiltracid o transport per
conveccid. L’hemodialisi sol practicar-se 3 vegades per setmana durant 3-5 hores per
sessid, depenent de la funcid renal residual, la superficie corporal, la técnica
d’hemodialisi i els trastorns associats al pacient.

Les complicacions descrites inclouen la hipotensio, les rampes, el sindrome de
desequilibri de dialisi, les aritmies cardiaques i el dolor anginds, la reaccié per

pirdbgens, 'embolia gasosa i el sindrome del primer Us entre d’altres.

1.3.1.2 Dialisi peritoneal

A la dialisi peritoneal, el peritoneu actua com a membrana semipermeable que separa,
per una part, la sang dels capillars mesentérics i, per [laltra, un liquid de
caracteristiques predeterminades que es renova peridodicament. Els mecanismes de

transport mitjangant difusié i ultrafiltracié actuen a través de la membrana peritoneal
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per extreure soluts urémics i aigua i aconseguir un equilibri acid-base i electrolitic. Es
una forma senzilla de practicar dialisi domiciliaria.

La principal complicacio és la peritonitis.

1.3.2 Mortalitat en dialisi

Segons el Registre de Lombardia (38), les principals causes de mortalitat dels pacients
diabétics que es troben sota un programa de dialisi sén: malalties cardiovasculars
(50%), caquéxia (22%) i septicémia (11%). En menor proporcié també poden ser:
cancer, hemorragia gastrointestinal, fallada hepatica, fallada respiratoria o suicidi.

A la poblacié general, els estudis conjunts Atherosclerosis Risk in Communitites
(ARIC), Cardiovascular Health Study (CHS), Framingham Heart Study i Framingham
Offspring Study (FOS), que va incloure 22634 individus, van demostrar que una
velocitat de filtracié glomerular estimada inferior a 60 mL/min/1,73 m? s’associava a un
major risc de patir episodis cardiovasculars (infart de miocardi, malaltia coronaria greu,
ictus i mort). Aquests pacients també van presentar un major risc de mortalitat total (7).
Després d’estratificar per edat, raca i génere, la mortalitat cardiovascular és entre 10 i
20 vegades superior en els pacients en dialisi que en la poblacié general (39).

Aixi doncs, la malaltia cardiovascular és la principal causa de mortalitat i morbiditat en
els pacients en dialisi. Comparant amb la poblacié general, la mortalitat cardiovascular
és de 10 a 20 vegades més alta en pacients amb dialisi. La millora en la supervivencia
de pacients amb insuficiéncia renal durant les darreres dues décades ha estat molt

més accentuada en pacients trasplantats que no pas en pacients en dialisi (40).

1.3.3 Epidemiologia de la insuficiéncia renal terminal i de la
mortalitat en dialisi

La nefropatia és una de les complicacions més greus de la diabetis mellitus i s’associa
a un increment del risc de mort prematura per malaltia cardiovascular. Es la primera
causa d’insuficiéncia renal terminal als paisos desenvolupats (25), amb un increment
proporcional en les darreres décades i amb previsié de seguir creixent en els propers
anys. En I'actualitat, 'accés al tractament substitutiu, hemodialisi i trasplantament renal
ha desplacgat a la insuficieéncia renal al tercer lloc com a causa de mort del pacient
diabétic, després de la cardiopatia isquemica i de I'accident vascular cerebral.

Els informes de la Organitzacié Mundial de la Salut mostren que la malaltia renal és el

numero 12 de la llista de principals causes de mort en el mén.
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La prevalenga d’insuficiéncia renal cronica a Espanya és de I'"M1%. El progressiu
increment del nombre de pacients amb malaltia renal cronica i consequentment aquells
subsidiaris de depuracié extrarenal, estimat en un 5-8% anual, ha convertit aquesta
malaltia en un problema sanitari social i econdmic de primer ordre per tots els sistemes
sanitaris dels paisos desenvolupats. A Europa, el tractament amb dialisi suposa al
voltant del 2% del pressupost sanitari destinat a una poblaci® menor de I'1%. A
Espanya, una analisi realitzada I'any 2000 estimava el cost anual d’un pacient en
hemodialisi convencional en 26.676€ (7).

En els paisos desenvolupats, els pacients diabétics amb insuficiéncia renal terminal
constitueixen el 40% dels individus en tractament substitutiu. | entre aquests, el 80%
dels casos corresponen a diabetis mellitus de tipus 2 i la resta a diabetis mellitus de
tipus 1.

Entre els pacients que requereixen dialisi, aquells que tenen diabetis presenten un
increment de la mortalitat del 22% al cap d’1 any i del 15% al cap de 5 anys, comparat

amb els pacients que no tenen diabetis (25).

Segons el registre de la Sociedad Espafiola de Nefrologia, el 2002 hi havia 34.000
pacients amb insuficiéncia renal en tractament renal substitutiu a Espanya. La
prevalenga d’aquests pacients ha augmentat en els darrers anys, ja que era de 702
pacients/10° habitants al 1996 i va passar a 895 pacients/10° habitants al 2002. Aquest
mateix any, el 21% de tots els casos d’insuficiéncia renal que van arribar a requerir
tractament renal substitutiu va ser degut a diabetis mellitus (41).

A Catalunya, la prevalenga de pacients amb DM en tractament renal substitutiu al 2004
va ser de 127,4 pacients/10° habitants i la incidéncia de 30,2 pacients/10° habitants
(42). El nombre de persones diabétiques que van iniciar tractament renal substitutiu ha
incrementat de 8,6 persones per milid de poblacié (ppm) al 1994 a 32,4 ppm al 2003
(2). No només la morbiditat siné també la mortalitat de pacients amb tractament renal

substitutiu és pitjor entre els diabetics de tipus 2 que no pas entre els no diabétics.

16



Introduccié

1.4 SUSCEPTIBILITAT GENETICA DE LA NEFROPATIA EN
ELS DIABETICS

Tal com s’ha esmentat amb anterioritat, només una part dels diabétics de tipus 2
desenvoluparan nefropatia.

Dues linies d’evidéncia suggereixen un fort component genétic en la susceptibilitat dels
pacients diabétics a patir nefropatia. Per una banda, estudis epidemioldgics indiquen
que la prevalenca de nefropatia diabética creix durant els primers 15-20 anys després
de I'inici de la diabetis, arribant llavors a un estancament que suggereix que només un
grup de pacients son susceptibles al desenvolupament de la insuficiéncia renal. Aixo
es contraposa a altres complicacions secundaries com la retinopatia, en la qual la
prevalenga continua creixent al llarg de tota la durada de la diabetis. D’altra banda,
diversos estudis han demostrat que hi ha agrupacié familiar dels pacients diabétics
que pateixen nefropatia, suggerint la contribuci6 genética al risc del seu

desenvolupament (43, 44).

Hi ha tres principals estratégies per identificar quins factors genétics determinen
susceptibilitat a una malaltia. L’'opci6 més simple és lI'anomenada “single gene
approach”, és a dir, es mira l'associaci6 amb un unic gen. La segona opcié és
'anomenada “candidate pathway-gene approach” on es miren diversos gens que es
troben dins d’'una mateixa ruta metabolica. | finalment una tercera possibilitat, la més
innovadora de totes, és 'anomenada “genome wide analysis”, és a dir, analisi de tot el
genoma. D’aquesta manera, una gran diversitat de gens han estat apuntats com a
possibles candidats (45, 46). Recentment s’han identificat diverses regions
cromosomiques que probablement contenen gens de susceptibilitat a nefropatia
diabética com so6n el gen de la carnosinasa 1 al cromosoma 18 (18q), el gen de
'adiponectina al cromosoma 3 (3q) i el gen responsable de la motilitat cel-lular al
cromosoma 7 (7p) (47).

Els gens del sistema renina-angiotensina han pres una gran importancia, donada
'evidéncia cientifica que adjudica a l'angiotensina Il un paper en la hipertensio
intraglomerular i la disminucié de la progressié de la nefropatia quan aquest sistema

s’inhibeix (vegeu 1.2.4.1).
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1.5 GENS DEL SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA

Entre els gens del sistema renina-angiotensina, els que codifiquen per I'enzim
convertidor d’angiotensina |, 'angiotensinogen, i el receptor d’angiotensina Il de tipus 1
han estat ampliament estudiats en la prevalenga i progressié de nefropatia en els
pacients diabeétics, i en menys quantitat en la mortalitat. Recentment s’ha descrit un
nou gen, que codifica per I'enzim convertidor d’angiotensina | de tipus 2, implicat en
aquesta mateixa via metabolica, que sembla que també podria representar un paper

interessant en la nefropatia diabética.

1.5.1 Gen de I’enzim convertidor d’angiotensina 1

El gen que codifica per I'enzim convertidor d’angiotensina | (ACET1) es troba al
cromosoma 17 (17923) i conté 26 exons.

L’enzim convertidor d’angiotensina | o peptidil-dipeptidasa A (EC 3.4.15.1) és una
dipeptidilcarboxipeptidasa formada per 1278 aminoacids que desenvolupa un
important paper en la regulaci6 de la pressio arterial i I'equilibri hidroelectrolitic,
hidrolitzant I'angiotensina | en angiotensina Il, un péptid estimulador de I'aldosterona i
potent vasopressor. L’enzim també és capac¢ d’inactivar la bradicinina, un potent
vasodilatador.

Es un enzim que es troba ampliament distribuit a tot 'organisme. El gen ACE1 codifica
per dos isoenzims. L’isoenzim somatic s’expressa en molts teixits, incloent les cél-lules
de I'endoteli vascular, les de I'epiteli renal i les cél-lules testiculars de Leydig, mentre
que la isoforma testicular o germinal, només s’expressa en cél-lules espermatiques.
Tot i estar unit a la membrana de les céllules de I'endoteli vascular, la peptidil-
dipeptidasa A també circula en plasma. La seva concentracié plasmatica mostra
variacions interindividuals: s’ha observat que hi ha individus que poden arribar a tenir-
ne cinc vegades més que d’altres. En canvi, les variacions intraindividuals son
minimes (48).

Rigat et al., van descriure un polimorfisme (g.11467_11468ins(Alu), rs4646994) que
consisteix en la insercio (1) o delecié (D) d’'una sequéncia repetitiva Alu de 289 parells
de bases a l'intr6 15 (49). Aquest polimorfisme es coneix internacionalment com a I/D
de 'ACET1, i aquesta és la denominacié que emprarem en aquesta tesi. Van trobar que
aquest polimorfisme estava fortament associat a la concentracié plasmatica de I'enzim,
de tal forma que els individus DD en tenien aproximadament el doble que els individus

I, mentre que els heterozigots presentaven concentracions intermédies (50). La
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concentracio renal de I'enzim també s’ha trobat augmentada en els individus amb
genotip DD. Aix0 suggereix que la insercié deu contenir una seqiéncia “silenciadora”.
Aquest polimorfisme ha estat ampliament estudiat en tots els aspectes de la nefropatia
en pacients diabétics i durant molts anys. El fet que els resultats presentats no sempre
hagin estat coincidents explica la gran quantitat d’estudis en els quals s’ha avaluat el
seu efecte.

Pel que fa a la susceptibilitat a la nefropatia diabética, Staessen et al. (51) van ser els
primers a presentar una associacio positiva amb el genotip DD (odds ratio de 1,5),
perd posteriorment no ha estat sempre replicada (52).

Alguns treballs apunten que el genotip DD s’associa en major grau a la progressié de
la nefropatia que no pas a la susceptibilitat (53): moltes publicacions adjudiquen a
I'al-lel D un pitjor pronodstic de la nefropatia. Cal tenir en compte que els estudis no sén
homogenis en quan al criteri emprat per avaluar la progressio.

També existeix controveérsia en els estudis que intenten predir la mortalitat en pacients
en dialisi: mentre que alguns conclouen que el polimorfisme I/D de 'ACE sembla no
tenir relacié en la prognosis dels pacients en hemodialisi cronica (54), d’altres troben
associacions significatives entre I'al'lel D i el risc de mortalitat en pacients en dialisi
(55, 56).

Tots els estudis coincideixen en el fet que I'al-lel | mai no constitueix cap risc ni de
susceptibilitat, ni de progressio, ni de mortalitat d’aquests pacients; alguns conclouen

que és protector mentre d’altres no troben cap efecte.

1.5.2 Gen de I’enzim convertidor d’angiotensina | de tipus 2

El gen de l'enzim convertidor d’angiotensina | de tipus 2 (ACE2) es troba al
cromosoma X (Xp22) i conté 18 exons. Es de recent descobriment ja que va ser clonat
per primera vegada a I'any 2000 (13). La proteina que codifica, de 805 aminoacids
(57), s’expressa predominantment en cél-lules de I'endoteli vascular del teixit cardiac,
testicular i renal, i a tot el tracte gastrointestinal. Comparteix un 40% d’homologia amb
la peptidil-dipeptidasa A, perd difereix enormement en l'especificitat de substrat i la
seva activitat no s’altera pels farmacs denominats IECAS.

L’'RNAm de I'ACE?2 es troba sobreexpressat en pacients amb cardiomiopatia dilatada o
isquémica, suggerint que pot ser un important factor en la modulacié de l'estructura
cardiaca o de la seva funci6 (58). Es per aquest motiu que bona part de la investigacio
s’ha centrat en la implicacié dels polimorfismes d’aquest gen en la patologia cardiaca i

en la mortalitat per episodis cardiovasculars.
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Estudis experimentals amb ratolins sans han mostrat que la supressio del gen ACE2
porta al desenvolupament de glomeruloesclerosi (59, 60) i que la inhibicio
farmacologica d’aquest enzim empitjora la nefropatia diabética experimental (61).
S’han fet també estudis clinics amb humans, el més significatiu dels quals és el
presentat per Reich et al. (62). Comparen I'expressié génica de 'ACE2 en bidpsies
renals de pacients diabétics de tipus 2 amb insuficiéncia renal, enfront de mostres
control (provinents de pacients no diabétics i sense malaltia renal). Van observar que
els pacients diabétics tenien un 50% menys d’expressié de mRNA del gen ACE2 i de
proteines tant al glomeérul com al tdbul proximal, respecte als controls. Aquestes
troballes han portat a fer hipotesis on s’adjudica a 'ACE2 un paper protector del ronyd,
basant-se en el fet que una expressi6 reduida del gen pot contribuir al
desenvolupament i progressié de la nefropatia (63 — 66). Mizuiri et al. van observar
una expressid molt superior d’ACE2 en biopsies renals de 20 pacients sans
comparades amb les de 20 pacients amb nefropatia diabética (67). Tot i aixd encara
no s’ha pogut elucidar quins sén els mecanismes responsables de la disminucié de
TACE2. Només hem trobat una publicacié que explori el paper dels polimorfismes de
I'ACE?2 a la nefropatia diabética (68).

Fins al moment s’han descrit 317 SNP (single nucleotide polymorphism) pertanyents a
aquest gen (NCBI, vegeu l'apartat 3.4.6), dels quals unicament 5 es troben en loci
exonics. En aquesta tesi, s’ha inclos I'estudi de tres d’aquests polimorfismes. La tria
dels polimorfismes s’ha basat en que la freqiiéncia al-lelica minoritaria fos superior al
30% —fet que permet esperar al voltant d’'un 9% d’homozigots per I'al-lel minoritari—,
que les variants fossin susceptibles de ser genotipades per la metodologia classica
(PCR-RFLP) o bé mitjangant la tecnologia Tagman® (Applied Biosystems), i finalment
que pertanyessin a tres haplotips diferents. Es van escollir els polimorfismes
€.186+2053G>A, ¢.1542-361C>G i c.439+4C>T.

rs4646124 (c.186+2053G>A)

Aquest polimorfisme es troba al cromosoma X (Xp22.2), a la posicié6 13398479
(reference assembly, consulteu I'apartat 3.4.6). Es troba situat al primer intré del gen
ACE?2. Ha estat genotipat dins el projecte HapMap (consulteu I'apartat 3.4.6) i es troba
formant un haplotip amb 12 SNPs més d’aquest gen (rs2316903, rs2023802,
rs1514279, rs4646152, rs4646153, rs2158083, rs757066, rs971249, rs4646153,
rs2048684, rs4646156 i rs2048683). La distribucié al-lélica descrita pel HapMap en
poblacio de racga blanca —d’origen italia de la Toscana— és de 35% d’al-lel minoritari A i
65% d’al-lel majoritari G.
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rs2285666 (c.439+4C>T)

Aquest polimorfisme es troba al cromosoma X (Xp22.2), a la posicié6 13392031
(reference assembly). Es troba situat a la quarta base de I'intré 3 del gen ACE2, a la
zona d’unid exo-intr6. La distribucié al-lélica descrita per 'NCBI (consulteu I'apartat
3.4.5) en poblacié caucasica és del 30% d’al-lel minoritari T i 70% d’al-lel majoritari C.
No esta genotipat pel projecte HapMap.

Merwe et al. no han trobat cap relacié entre aquest polimorfisme i la hipertrofia
cardiaca (69), mentre que Frojdo et al. (68) tampoc no I'han pogut associar amb

nefropatia diabética.

rs879922 (c.1542-361C>G)

Aquest polimorfisme es troba al cromosoma X (Xp22.2), a la posicio: 13372490
(reference assembly). Es troba situat a I'onzé intr6 del gen ACE2. La distribucio
al-lélica descrita per HapMap és de 67% d’al-lel majoritari C i 33% d’al-lel minoritari G.
Es troba formant un haplotip amb 5 SNPs més (rs1514280, rs4646174, rs4240157,
rs1514280 i rs233575).

L’allel minoritari (G) esta relacionat amb un engruiximent de la paret septal i hipertrofia
ventricular esquerra, especialment en homes (57). Merwe et al. relacionen aquest
mateix al-lel amb hipertrofia cardiaca (69). Pel que fa a nefropatia diabética, Frojdo et

al. (68) no han trobat cap associacié amb aquest polimorfisme.

1.5.3 Gen de I'angiotensinogen

El gen que codifica per I'angiotensinogen (AGT) es troba al cromosoma 1 (1g42-943) a
la mateixa regio que el gen que codifica per la renina, i conté 5 exons.
L’angiotensinogen és una proteina de 485 aminoacids sintetitzada fonamentalment a
les cél-lules hepatiques. Es troba a la fraccié de I'a-globulina plasmatica. La davallada
de la pressid sanguinia estimula la secreci6é de renina a la circulacié plasmatica per
part del ronydé. La renina escindeix el decapéptid terminal de l'angiotensinogen,
denominat angiotensina |, el qual en darrer terme es transforma en angiotensina I, la
molécula efectora.

Estudiant la relacidé entre I'angiotensinogen i la hipertensié arterial, Jeunemaitre et al.
(70) van descriure el polimorfisme p.M235T que implica un canvi d’'una metionina per
una treonina a la posicié 235 de la proteina. Es degut a un canvi de timina a citosina a
I'ex6 2, concretament a la posicié 9543 del gen, que correspon a la posicié 803 del

cDNA (c.803T>C, rs699). Posteriorment s’ha sabut que el canvi d’aminoacid
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mencionat es produeix a la posicié 268 de la proteina i per aixd, la denominacié
correcta és p.M268T. Tot i aixd, a la literatura cientifica, aquest polimorfisme es
continua citant exclusivament per la seva denominacié original, i aixi ho seguirem fent
nosaltres en aquesta tesi.

L’equip de Jeunemaitre va concloure que la variant T del polimorfisme p.M235T estava
relacionat amb una major predisposicié a patir la malaltia. Van dur a terme un estudi
d’expressio génica, en el qual van relacionar I'al-lel T amb una concentracié plasmatica
d’angiotensinogen més elevada després de tractament amb etinilestradiol i una
estimulacié aguda amb furosemida i captopril. Els pacients amb genotip TT van
presentar un increment més pronunciat de la concentracié d’angiotensinogen en el
plasma respecte els MM. Tot i aixd, la normalitzacié del sistema renina-angiotensina
es va produir en un espai de temps molt curt, a través d’'un descens de I'alliberament
de renina, que va anul-lar I'efecte de I'excés d’angiotensinogen (71).

Es va pensar que aquesta variant podria tenir algun paper en la susceptibilitat i
progressié de la nefropatia diabética, donat que esta relacionada amb la hipertensio,
perd I'dnic estudi d’expressid en nefropatia que s’ha publicat al respecte presenta
conclusions oposades: Osawa et al. (72) va estudiar I'expressio renal de mRNA en
pacients sans i va observar que els individus MM tenien una expressid
d’angiotensinogen més elevada que els TT. Va concloure que, al contrari del que
s’havia acceptat fins al moment, era l'al-lel M el que podria conferir susceptibilitat a la
nefropatia diabética.

Quan a la progressié de la malaltia, s’ha publicat que l'al-lel M afavoreix la progressio
de la mateixa, ja sigui sol o en combinacié amb altres polimorfismes més del RAS (73),
mentre que d’altres autors neguen I'associacié d’aquest polimorfisme a cap patologia
renal derivada de la diabetis (74-75).

Tampoc no existeixen estudis concloents respecte la relacié entre la mortalitat en
dialisi i el polimorfisme p.M235T de 'AGT (76).

1.5.4 Gen del receptor d’angiotensina Il de tipus 1

El gen que codifica pel receptor d’angiotensina Il de tipus 1 (AGTR1) es troba al
cromosoma 3 (3921-g25).

L’angiotensina Il interactua al cor i als ronyons mitjangant la uni6 a proteina G de
membrana cel-lular, la qual es troba acoblada a dos tipus diferents de receptors, el de
tipus 1 i el de tipus 2. Els receptors de tipus 1 sembla que faciliten la major part dels
efectes cardiovasculars de l'angiotensina Il, és a dir, vasoconstriccid i hipertrofia

cardiaca i vascular. Hi ha fins a quatre subtipus de receptors de tipus 1: 1A, 1B, 1C,
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1D, que son producte de I'splicing alternatiu dels transcrits d’RNAm (77). El paper dels
receptors de tipus 2 és menys clar, encara que es suggereix que podria ser important
en el desenvolupament fetal, la inhibicié del creixement i la diferenciaci6 cel-lular (53).
També modula l'accié del receptor d’angiotensina Il de tipus 1 bloquejant molts dels
seus efectes (21).

Bonnardeaux et al. (78) van identificar una associacié entre el polimorfisme
g.1166A>C (rs5186) localitzat a la zona 3’ de la regi6é no traduida del gen (3’UTR) de
TAGTR1 i la hipertensié. Concretament, es va relacionar I'al-lel C del polimorfisme,
amb una major prevalenca d’aquesta malaltia (79).

Pel que fa a la nefropatia tampoc no hi ha hagut consens respecte a l'al-lel de mal
pronostic. L'al'lel C ocasionaria risc de desenvolupar la malaltia segons han publicat
molt recentment Ahluwalia et al. (80). Altres autors han trobat resultats coherents amb
I'anterior, en I'estudi de la progressié: 'al-lel C es va relacionar amb una progressio
més curta de la nefropatia fins a dialisi (81). Perd aquests resultats contrasten
enormement amb altres estudis que emeten conclusions oposades: en pacients
diabétics, I'al'lel A va semblar que predisposava a una progressidé més rapida de la
nefropatia juntament amb altres polimorfismes de gens del RAS (73).

No existeixen estudis concloents respecte la relacié entre la mortalitat en dialisi i el
polimorfisme g.1166A>C de TAGTR1 (76).
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Objectius

HIPOTESI

Tenint en compte el que s’ha exposat fins ara, es planteja la seguient hipotesi: a més a

més dels factors de risc no genétics, alguns polimorfismes dels gens del sistema

renina-angiotensina poden influir en la instauracié i progressié de la nefropatia en

pacients diabétics de tipus 2, aixi com també en la mortalitat una vegada iniciat el

tractament amb dialisi. Addicionalment, I'efecte dels polimorfismes podria ser poligénic,

fruit de la interaccid entre ells.

Per a aix0 s’han plantejat els seglients objectius:

Objectius principals

Estudiar la influéncia dels polimorfismes 1I/D (ACET), p.M235T (AGT),
g.1166A>C (AGTRT1), c.186+2053G>A, ¢.439+4C>T i ¢.1542-361C>G (ACE2)
de gens del sistema renina-angiotensina sobre la supervivéncia de pacients

diabétics de tipus 2 en tractament amb dialisi.

Estudiar la influéncia dels polimorfismes esmentats sobre la progressio de la

nefropatia, una vegada ja establerta, en pacients diabétics de tipus 2.

En ambdds casos observar l'efecte individual que té cada un dels

polimorfismes estudiats i també I'efecte conjunt resultant d’agrupar-los.

Objectiu secundari

Realitzar un estudi preliminar retrospectiu de la susceptibilitat dels pacients
diabétics de tipus 2 a desenvolupar nefropatia en funcid d’aquests

polimorfismes.
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Material i métodes

3.1 PACIENTS | RECOLLIDA DE DADES

3.1.1 Mortalitat en dialisi

Les mostres recollides per a la realitzacié de I'estudi de supervivéncia, procedien de
pacients diabétics de tipus 2 amb nefropatia i en tractament renal substitutiu, ja fos
hemodialisi o dialisi peritoneal. Es van seleccionar 100 pacients atesos al Servei de
Nefrologia de I'Hospital Universitari de Bellvitge que van entrar al programa de dialisi
entre els anys 1993 i 2008.

Els pacients que van morir durant els primers 3 mesos després de l'inici de dialisi van
ser exclosos de l'estudi perqué probablement altres factors clinics previs a la
instauracié del tractament van contribuir al desenllag. Es van descartar també els
pacients als quals es va iniciar el tractament substitutiu en un temps inferior als tres
mesos des de la primera visita al servei de Nefrologia, per evitar incloure derivacions
d’'un altre centre de dialisi.

S’han recollit les segilients dades de cada pacient:

- Dades prévies a la dialisi:

- Srm—~Creatinini; c.subst. i estimacié de la velocitat de filtracié glomerular a la
primera visita al Servei de Nefrologia que dona idea de si la remissi6 a
I'especialista es massa tardana.

- Comorbiditat cardiovascular prévia a la dialisi (no =0, si = 1)

- Sexe (home =0, dona = 1)

- Historia d’hipertensié prévia no controlada (no = 0, si = 1, segons el valor
discriminant 140/90 mmHg (82, 83)).

- Dades en el moment de la instauracié de la dialisi:

- Data de l'inici de dialisi

- Edat

- Srm—~Creatinini; c.subst. i estimaci6 de la velocitat de filtracié glomerular
residual que presenta el pacient just abans d'’iniciar la dialisi.

- Tipus de dialisi (hemodialisi = 0, peritoneal = 1)

- San—Leucocits; c.nim, com a marcador de septicémia.

- San—Hemoglobina; c.massa i Srm—Albumina; c.massa com a marcadors de
I'estat nutricional del pacient

- Srm—~Colesterol; c.subst, com a marcador de dislipémia

- Hb(San)—Hemoglobina A1c; fr.subst, com a marcador del control de la

concentracié de glucosa en plasma.
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- Dates del final del seguiment dels pacients:

- Data de la mort del pacient, en el cas que s’hagi produit

- Data de perdua de seguiment del pacient, ja sigui per transferéncia a un altre
centre de dialisi o per trasplantament renal.

- La propia data de finalitzacié de l'estudi (16/10/2008) pels pacients que
continuaven en dialisi quan es va decidir concloure el seguiment en I'estudi de
la mortalitat.

A I'analisi de la supervivencia, els darrers dos casos constitueixen els anomenats

“censurats”, és a dir, tots aquells pacients als quals no se’ls produeix

'esdeveniment d’interés (en aquest cas, la mort) al llarg del seguiment.

3.1.2 Progressio6 de la nefropatia

S’han seleccionat de forma retrospectiva 320 pacients diabétics de tipus 2 que van ser
atesos per primera vegada al Servei de Nefrologia de I'Hospital Universitari de
Bellvitge entre els anys 1976 i 2006. Tots els pacients inclosos van ser diagnosticats
d’insuficiéncia renal cronica seguint els criteris establerts a I'apartat 1.2.2 i van tenir un
seguiment posterior superior als 2 anys. Amb l'objectiu d’homogeneitzar la poblacio
d’estudi, es van excloure tant els pacients monorenals com els que a la primera visita a
'especialista presentaven una velocitat de filtracié glomerular inferior a 30
mL/min/1,73m?. Es van excloure els pacients amb estadis 4 i 5, perqué I'objectiu del
present apartat és valorar la progressido de la nefropatia, i en aquests pacients, la
malaltia ja estd o molt o completament evolucionada a insuficiéncia renal cronica

terminal, fet que dificulta el calcul de la progressio.

S’han recollit les seglents dades de cada pacient:
- Ala primera visita al servei de nefrologia (basal):
- Srm—~Creatinini; c.subst. i estimacié6 de la velocitat de filtracié glomerular
(MDRD-IDMS; consulteu I'apartat 1.2.5.1.1)
- Pac(Uri)—Excreci6 de proteina; cabal massa(24h)
- Edat
- Sexe (home =0, dona = 1)
- index de massa corporal (IMC)
- Tensio arterial sistolica i diastolica
- Srm—Albumina; c.massa i San—Eritrocits; fr.vol.(hematodcrit), com a marcadors

de I'estat nutricional
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- Hb(San)—Hemoglobina A1c; fr.subst. com a marcador del control de la
concentracié de glucosa en plasma
- Srm—~Colesterol; c.subst. i Srm—Triglicérid; c.subst. com a marcadors de
dislipémia
- Durant el seguiment (s’ha recollit la resposta si/no com a unica dada
representativa de tot el periode de seguiment)
- Tabaquisme durant el seguiment al Servei de Nefrologia (no fumador = O,
fumador i ex-fumador = 1)
- Tractament farmacoldgic amb IECA i/o ARAII (tractament farmacologic amb un
0 ambdés farmacs durant periodes inferiors a 6 mesos = 0, tractaments més
prolongats = 1)
- Durant el seguiment (mesures anuals de cada visita a I'especialista):
- Tensio arterial sistolica i diastolica
- Hb(San)—Hemoglobina A1c; fr.subst.
- Srm—Colesterol; c.subst.
- Pac(Uri)—Excreci6 de proteina; cabal massa(24h)

- Estimacio de la velocitat de filtracié glomerular

Criteris d’avaluacié de la progressid de les variables de control

Per cada pacient s’ha recollit una série de resultats anuals de les cinc variables de
control incloses en el seguiment dels pacients (aixd exclou la velocitat de filtracio
glomerular, perqué és la variable dependent i la seva avaluacié6 mereix un capitol a
part): Hb(San)—Hemoglobina A1c; fr.subst., Srm—Colesterol; c.subst., Pac(Uri)—
Excrecido de proteina; cabal massa(24h), tensid arterial sistolica i tensié arterial
diastolica.

Per tal de poder-les introduir als models de les regressions s’ha calculat la mitjana
anual i l'area sota la corba anual (AUC, integral de la corba que conformen tots els
punts dividit entre els anys de seguiment).

S’han fet models de regressié univariants amb el resultat basal, la mitjana i I'area sota
la corba anual de cada una d’aquestes magnituds per escollir quin criteri guarda més
relaci6 amb la progressié de la nefropatia, en base a la significacié estadistica

aconseguida.
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3.1.3 Susceptibilitat a la nefropatia

S’ha realitzat un estudi preliminar retrospectiu de casos i controls on s’han inclos 69
pacients diabétics de tipus 2 sense cap signe de nefropatia (controls) i 227 amb
nefropatia establerta (casos). Els dos grups s’han igualat en edat i sexe.

Definicié de pacient diabétic de tipus 2

Per tal que un pacient fos classificat com a diabétic de tipus 2 havia de complir les
seguents caracteristiques: que fos major de 30 anys en el moment del diagndstic, que
no tingués cap historia de cetoacidosi diabética i que no requeris insulina durant els 6
mesos posteriors al diagnostic (82).

Definicio de pacient diabétic de tipus 2 sense nefropatia

S’han incldos només aquells pacients que sempre han tingut una velocitat de filtracio
glomerular superior a 60 mL/min/m? i han presentat proteintria com a maxim una
Unica vegada i mai a la darrera analitica disponible. Tots els pacients inclosos tenien
un seguiment clinic de com a minim cinc anys.

Definicio de pacient diabétic de tipus 2 amb nefropatia

S’han inclos aquells pacients diabétics de tipus 2 que compleixen els criteris de

diagnostic d’insuficiéncia renal cronica (vegeu apartat 1.2.1).

En el moment de la inclusié a I’estudi es van recollir les seglients dades:
- Sexe (dona =1, home = 0)
- Edat
- tensio arterial sistolica i diastolica
- Tabaquisme (no =0, si = 1)
- index de massa corporal
- Srm—Albumina; c.massa
- San—Eritrocits; fr.vol. (hematocrit)
- Hb(San)—Hemoglobina A1c; fr.subst.

- Srm—~Colesterol; c.subst.

Per finalitzar el capitol que fa referéncia a la seleccié dels pacients, volem fer constar
que tots ells van donar el seu consentiment informat a participar en els estudis. Degut
a que la recollida de dades ha estat principalment retrospectiva, es va haver de
descartar la inclusié d’alguns pacients per tenir histories cliniques molt incompletes tot

i complir els requisits d’inclusid.
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3.2 CRITERIS D’AVALUACIO DE LA PROGRESSIO DE LA
NEFROPATIA

Segons una guia internacional emesa per la NKF-KDOQI (83), la progressié de
malaltia renal es defineix com:
1. un fracas renal, definit com l'inici de la terapia renal substitutiva, o bé
2. una disminucié de la funcié renal, estimada mesurant la VFG, la depuracio de
creatinini o la concentracié en sérum de creatinini en un pacient que ha estat
sotmés a un seguiment longitudinal fiable amb mesures comparables entre si
de la funcio renal. Pel cas de la nefropatia diabética, s’afegeix a la definicié el
desenvolupament i empitjorament de la proteinuria.
Diversos estudis han demostrat que la taxa de disminuci6 de linvers de la
concentracio de creatinini en el sérum és constant en el temps (84, 85). Com que la
relacié entre el creatinini i la VFG és precisament inversa, s’ha assumit que la
disminucié constant de 1/Srm—Creatinini reflecteix una disminucié constant de la
VFG. Aquesta disminucié que és relativament constant en un mateix pacient, és molt
diversa entre individus. Pel cas concret de la nefropatia diabética, les mitjanes de la
taxa de disminucié de la VFG reportades en articles internacionals és molt variada:

pren valors entre 0 i 12,6 mL/min per any (83).

Historicament, s’han utilitzat criteris molt diversos per avaluar la progressié de la
nefropatia com per exemple el temps fins a doblar la concentracié de creatinini en el
plasma (73-75), el temps des del diagnodstic de malaltia renal o des que la concentracio
plasmatica de creatinini supera una certa xifra fins arribar a insuficiéncia renal cronica
terminal (21), o bé el pendent de l'invers de la concentracié de creatinini en el plasma
(83) entre d’altres.

Ja que els organismes internacionals recomanen que la nefropatia es gradui segons la
VFG (consulteu I'apartat 1.2.5.1), creiem que els criteris per a l'avaluacié de la seva
progressioé s’haurien de basar en les variacions de la velocitat de filtracié glomerular, ja
sigui mesurada directa o indirectament mitjangant 'MDRD. A continuacié exposem els
criteris que s’han elaborat a la present tesi. D’'una banda, hem incorporat quatre criteris
que empren la VFG per al calcul: pendent i disminucio relativa de la VFG, temps fins a
passar al seglent estadi d’insuficiencia renal cronica, i temps fins a disminuir a la
meitat la VFG. Per altra banda, s’han incorporat addicionalment els mateixos calculs
perd substituint la VFG per la concentracié de creatinini en sérum, ja que moltes
publicacions aixi ho calculen. Evidentment el criteri canvi d’estadi d’insuficiéncia renal

no té cap paral-lelisme en el creatinini, ja que els estadis es defineixen amb la VFG.
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1.

Pendent de la disminucié de la velocitat de filtracié glomerular:

MDRD, - MDRD,

anys de seguiment

pendent =

on MDRDk és la velocitat de filtracié glomerular final —en el darrer any del seguiment- i
MDRDg és la velocitat de filtracié glomerular basal —a la primera visita—.
Pendent de 'augment de la concentracié de creatinini en el plasma.
Es segueix un calcul similar al del pendent de 'MDRD.
Disminuci6 relativa anual de la velocitat de filtracié glomerular.
Es el percentatge mitja anual de disminucié de la filtracié glomerular per a cada
pacient i representatiu de tot el seguiment. Es necessari que aquest valor estigui
corregit tant pels anys de seguiment com per la filtracié glomerular basal de cada
individu, ja que son caracteristiques heterogénies dels pacients de 'estudi.
La diferéncia relativa (dif relat) anual en percentatge és la seglient (podeu
consultar 'annex A per entendre el desenvolupament de la formula):

1

MDRD,, s seguinent
MDRD,

dif relat anual = ( -1{x100

La disminucio relativa s’expressa en unitats de percentatge i és una variable lineal.
Augment relatiu anual de la concentracié de creatinini en el plasma.

Es segueix un calcul similar al de la velocitat de filtracié glomerular.

Temps que triga cada individu a progressar fins al segient estadi
d’insuficiéncia renal cronica.

S’han seleccionat els pacients que iniciaven un estadi d’insuficieéncia renal a la
primera visita al nefroleg (VFG del limit superior de I'estadi + 10mL/min) i s’ha
comptat el temps que trigaven a iniciar el seglent estadi. Aixi doncs, s’han inclos
els pacients que es trobaven amb una VFG entre 80 i 100 mL/min/1,73 m? (al
voltant de I'inici de I'estadi 2), entre 70 i 50 mL/min/1,73 m? (al voltant de I'inici de
I'estadi 3) i entre 40 i 30 mL/min/1,73 m? (just abans de l'inici de I'estadi 4) i s’ha
mesurat el temps que trigaven a tenir una VFG inferior a 60 mL/min/1,73 m? (estadi
3), 30 mL/min/1,73 m? (estadi 4) i 15 mL/min/1,73 m? (estadi 5), respectivament.
L’inconvenient d’aquest criteri és que només es poden incloure 212 pacients del
total, perqué la resta van arribar amb VFG intermédies.

temps que triga cada individu a disminuir a la meitat la velocitat de filtracié
glomerular basal.

temps que triga cada individu a doblar la concentracié de creatinini basal en

el plasma.
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La metodologia estadistica necessaria per valorar I'efecte genétic sobre els criteris 1-4
de progressio de la nefropatia és la regressio lineal, mentre que pels criteris 5-7 és la
regressié de Cox.

El seguiment dels pacients que acaben requerint dialisi conclou a l'inici del tractament
renal substitutiu, ja que si no, els pendents i les disminucions relatives de la velocitat
de filtracié glomerular serien equivocament més suaus.

Donat que tots aquests criteris sén formes equivalents de mesurar la progressié de la
nefropatia, per evitar un excés d’'informacié redundant, a I'apartat de resultats només
es mostraran les troballes relacionades amb els criteris que es basen en I'MDRD,
perqué considerem que aquest criteri és el que déna una estimacié més bona de la
velocitat de filtracid glomerular del ronyd. Aixd redueix a 4 els criteris dels quals
desenvoluparem els resultats a la seccié corresponent (1, 3, 5 i 6). Les regressions
obtingudes pels criteris que empren la concentracié plasmatica de creatinini (2, 4 i 7)

es poden consultar a 'annex.
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3.3 CRITERI D’AVALUACIO DE L’EFECTE CONJUNT DELS
POLIMORFISMES

L’avaluacié conjunta dels polimorfismes genétics ha constituit un dels objectius
principals d’aquest treball. Una de les hipotesis que ens hem plantejat és que efectes
que poden passar desapercebuts en l'estudi individual d’un polimorfisme genétic
puguin ser importants quan es valoren conjuntament amb altres polimorfismes; és a
dir, que hi hagi sinérgia entre els polimorfismes. Per aquest motiu, I'estudi estadistic no
s’ha realitzat només de forma independent per cada polimorfisme, sind que s’ha volgut
valorar I'efecte conjunt de tots ells.

S’ha sequit el criteri publicat per Jacobsen et al. (73) que consisteix en crear una nova
variable, anomenada en el nostre treball “nombre d’al‘lels de risc” que s’obté sumant el
nombre d’al-lels considerats de risc dels diversos polimorfismes. En el cas dels
polimorfismes que es troben al cromosoma X, els homes s’han considerat homozigots

per una o I'altra variant i s’han comptabilitzat com si tinguessin 2 al-lels.

Hem procedit de la seguent manera:

1) En primer lloc, s’ha realitzat I'estudi individual de cada polimorfisme genétic. Si el
coeficient de regressié que valora 'efecte genétic s’ha estimat amb una p inferior a
0,2, s’ha seleccionat I'al-lel de risc d’aquest polimorfisme. Hem interpretat que tot i
que l'efecte no és estadisticament significatiu, si que ho podria ser si s’addiciona a
I'efecte d’'un altre polimorfisme de la via del RAS. Quan la p és superior a 0,2, el
polimorfisme es descarta per I'estudi combinat.

2) En segon lloc, s’ha fet la suma dels al-lels de risc que porta cada individu. La
nova variable “nombre d’al-lels de risc” pot prendre valors de 0 a 4 allels (quan
s’analitzen combinacions de 2 polimorfismes) fins a valors de 0 a 12 al-lels (a la
combinaci6 dels 6 polimorfismes).

3) En tercer lloc, s’han executat els models de regressions multiples amb les
mateixes variables de control habituals afegint també la variable “nombre d’al-lels
de risc” per a totes les possibles combinacions de polimorfismes: un minim d’una
combinacié de 2 polimorfismes (quan unicament dos dels sis polimorfismes s’han
seleccionat en el punt 1), i un maxim de 15 combinacions de 2 polimorfismes + 20
combinacions de 3 polimorfismes + 15 combinacions de 4 polimorfismes + 6
combinacions de 5 polimorfismes + 1 combinacié amb els 6 polimorfismes (en el

cas que tots 6 polimorfismes hagin estat seleccionats en el punt 1).
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4) Per escollir quina és la millor combinacié s’han seguit els seglents criteris, per
ordre:

a. S’ha escollit la combinacié estadisticament més significativa per a cada grup
de 2, 3, 4, 5 6 polimorfismes.

b. S’ha estimat I'efecte maxim que s’explica pel genotip per a cada combinacio
escollida de 2, 3, 4, 5 i 6 polimorfismes. Si és una regressio lineal multiple,
'efecte maxim es calcula multiplicant el coeficient de regressié pel nombre
maxim d’al-lels de risc de la combinacié. Si es tracta d’una regressio de Cox
es calcula elevant el coeficient de regressié al nombre maxim d’al-lels de risc.
Aixi es troba 'efecte de tenir tots els al-lels de risc respecte no tenir-ne cap.
S’ha escollit la combinacié que més efecte genétic explica. A igualtat d’efecte,

s’ha escollit la combinaci6 que inclou menys polimorfismes.
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3.4 METODES

3.4.1 Esquema general

A la figura 2 es pot veure el procediment general seguit per analitzar les mostres que

van arribar a I'Area de Bioquimica i Biologia Molecular del Laboratori Clinic de

I'Hospital Universitari de Bellvitge.

Pacients

EY

Extraccio de DNA Recollida de dades

v

cliniques i de laboratori

v

Polimorfisme I/D de ’ACE1

Resta de polimorfismes

v

PCR a temps real amb

corbes de dissociacio

PCR a temps real

confirmatoria

Figura 2. Esquema dels metodes emprats

3.4.2 Extraccio de DNA

PCR a temps real amb

PCR - RFLP

sondes al-lel-especifiques

gL

—— et W i e s s St o Bt
g — § - b ot - A

El DNA s’extreu dels leucocits presents en sang periférica. Es treballa a partir de sang

anticoagulada (200 pL) recollida en tubs de 3 mL amb EDTA-K3. Si la mostra no es

processa immediatament després de la recepcid, es guarda en nevera a 4°C fins al

moment de I'extraccié del DNA.
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Es segueix el procediment descrit al High Pure PCR Template Preparation Kit

subministrat per Roche:

- Les cél'lules de la sang so6n lisades mitjangant incubacié amb guanidina-HCI 6M,
urea 10 mM, Tris HCI 10 mM, 20% Triton X-100 (v/v) a pH de 4.4 i proteinasa K,
que permet també la inactivacié de la DNAsa enddgena.

- Els acids nucleics s’uneixen a la fibra de vidre continguda als tubs subministrats
per I'equip, mitjangant isopropanol.

- Posteriorment s’efectua un rentat amb guanidina-HCI 5M, Tris HCI 20 mM, a pH de
6,6 en etanol, per tal d’eliminar els contaminants inhibidors de la PCR.

- Es duen a terme més rentats amb NaCl 20mM, Tris HCI 2 mM, a pH de 7,5 en
etanol per purificar I'acid nucleic de sals, proteines i altres impureses cel-lulars.

- L’acid nucleic s’elueix de la fibra de vidre mitjangant Tris HCI 10 mM, a pH de 8,5.

Les mostres de DNA sén estables durant més d’un any congelades a -20°C.

3.4.3 PCR

El polimorfisme I/D de 'ACE1 s’ha genotipat mitjangant PCR a temps real amb corbes
de dissociacio.

El polimorfisme ¢.1542-361C>G de 'ACEZ2 s’ha genotipat mitjangant PCR a temps real
amb sondes al-lel-especifiques.

Pel que fa a la resta de polimorfismes, en un inici van ser analitzats mitjangant PCR-
RFLP, perd posteriorment es va canviar la metodologia a PCR a temps real amb
sondes al-lel-especifiques perque s’escurga molt el temps d’analisi. Per tal de
comprovar la intercanviabilitat, es van processar 20 mostres de cada polimorfisme per
ambdds métodes. A més a més, a cada reaccié de PCR s’adjuntaven entre una i tres
mostres que ja haviem genotipat amb anterioritat com a control del procediment.

Descrivim a continuacio tots tres métodes.

3.4.3.1 PCR-RFLP

L’estudi dels polimorfismes g.1166A>C del gen AGTR1, p.M235T del gen AGT,
€.186+2053G>A i ¢.439+4C>T del gen ACEZ2 s’ha realitzat, en un inici, mitjangant
reaccions en cadena de la polimerasa (PCR) seguit de I'analisi dels fragments de
restriccié de longitud polimorfica (RFLP) (76, 86).
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Barreja de reaccié de la PCR a les concentracions finals indicades, en un volum de

25uL:
- Trifosfodesoxiribonucleotids (ANTP) 100 umol/L de cada un
- Encebadors especifics 1 ymol/L de cada un
- Polimerases: Expand High Fidelity PCR System (Roche)
o0 bé Taq DNA Polymerase (Roche)
- Tampd 10x que conté MgCl,, KCl i Tris-HCI
- Mostra de DNA entre 50 i 200 ng (2-8 ng/pL)

0,02 U/pL
0,03 U/pL

Les polimerases es comercialitzen amb el seu tamp6 corresponent (Roche) que conté

la barreja de MgCl,, KCI i Tris-HCI preparat com a solucié 10x (Expand High Fidelity
PCR Buffer (10x) with MgCl, (ref.11759167001) i PCR reaction buffer, 10x conc.

(ref.11271318001) si es treballa amb Taqg DNA Polymerase).

Programa basic de la PCR (iCycler, Bio-Rad):

Etapa inicial: 2 min a 95°C

n° de cicles x desnaturalitzacio: 45s a 94°C
hibridacio dels encebadors: 1 min a T,
extensio de la cadena: 1 min a 72°C

Etapa final: 1 min a 72°C

La Ty és la temperatura d’hibridacio dels encebadors al motlle de DNA.

g.1166A>C p.-M235T c.186+2053G>A  ¢.439+4C>T
Polimerases (Roche) Expand Taq Taq Expand
N° de cicles 30 30 35 35
Ty (°C) 63 68 60 60
Mida del fragment (pb) 1618 165 193 367

Taula 1. Condicions metodologiques de la PCR de cada polimorfisme estudiat. La mida del fragment

s’expressa en parells de bases (pb). Th és la temperatura d’hibridacio

A la taula 1 es poden consultar les condicions metodologiques de la PCR propies de

cada polimorfisme i la mida del fragment de DNA que s’obté després de I'amplificacio.

Les sequéncies dels encebadors (Isogen Life Science) es poden trobar a la faula 2.

L’encebador reverse de 'AGT conté un desaparellament de nucledtids que provoca

I'aparicié d’una diana per I'enzim de restriccié Asp | (mismatch).
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Polimorfismes Seqiiéncia dels encebadors
g.1166A>C de 'AGTR1 f: 5-AAA TGC TTG TAG CCA AAG TCA CCT-3

r: 5-TTC ATA CTC ATT CAA GGT AGT CT-3
p-M235T de 'FAGT f: 5-CCG TTT GTG CAG GGC CTG GCT CTC T-3’

r: 5-CAG GGT GCT GTC CAC ACT GGA CCC C-3
€.186+2053G>A de 'ACE2 f: 5-TCA CAC CTA CAG GGG AAG AAA-3

r: 5-CAG GCC ATA GGT CTG GTT GT-3
c.439+4C>T de 'ACE2 f: 5-GCT AGT CGA CAG TGG GGA AA-3

r: 5-TGT TGA AAC ACA CAT ATC TGC AA-3’

Taula 2. Seqiiencies 5’ — 3’ dels encebadors emprats amb el metode PCR-RFLP. F és I'encebador
forward, i r el reverse. L’encebador reverse de 'AGT conté dues bases no complementaries amb la
sequiencia del gen (bases subratllades).

Polimorfismes Enzim de restriccié Productes de la digestié (pb)
g.1166A>C de 'AGTR1 Dde | Al-lel A: 602, 560, 251, 205
(Roche) Al-lel C: 602, 417, 251, 205, 143
p-M235T de 'AGT Asp | Al-lel M:165
(Roche) Al-lel T: 144
c.186+2053G>A de 'ACE2 Alu | Al-lel G: 100, 93
(BioLabs) Al-lel A: 193
€.439+4C>T de I'ACE2 Rsal Al-lel T: 287, 80
(Roche) Al-lel C: 367

Taula 3. Enzims de restricci6 i productes de la digestié per cada polimorfisme.

Posteriorment els fragments de DNA obtinguts es van digerir amb 4U de I'enzim de
restriccid corresponent excepte pel producte de la PCR del polimorfisme p.M235T que
es va digerir amb 3U de I'enzim Asp |. Les barreges de digestié (producte de PCR,
enzim de restriccio i tampo6 corresponent) es van deixar durant 12 hores a 37°C. La
taula 3 conté un resum dels enzims de restriccio i els fragments de DNA resultants de
la digestio.

Per tal de visualitzar-los, es van separar els productes mitjangant electroforesi en gel
d’agarosa estandard mitjana EEO (Ecogen, ref. AG-0220) o en agarosa MetaPhor®
(Lonza ref.50180) en tampo tris-borat-EDTA 0,5x, segons si es va necessitar menys o
més resolucio per tal de detectar fragments més petits de DNA. L’electroforesi permet
la separacid de les molécules de DNA segons la mobilitat d’aquestes en un camp
eléctric a través d’'una matriu porosa. Tenen afinitat per 'anode, degut a la carrega
negativa present a I'esquelet de sucre-fosfat de la cadena de DNA. La velocitat de

migracié dels fragments de DNA és inversament proporcional a la seva mida, de tal

43



Material i metodes

forma que els fragments petits es mouran més rapidament. La incorporacio al gel d’'un
marcador de mida coneguda de DNA (1 Kb DNA ladder, Invitrogen ref.10488-072),
permet determinar la quantitat de parells de bases que contenen els fragments de la
digestié comparant la migracié d’aquests amb la del marcador.

Es van tenyir els gels amb bromur d’etidi, agent intercalant de I'acid nucleic de doble
cadena que actua com a colorant. Quan s’excita amb llum ultraviolada a 302 nm,
aquest reactiu emet llum fluorescent al voltant dels 600 nm i mitjancant un
transil-luminador (BioDoc Analyze, Biometra®) es poden visualitzar les bandes de DNA

del gel i poden ser fotografiades per la posterior interpretacié (imatges 1-5).

Polimorfisme g.1166A>C del gen AGTR1

parells de bases
del marcador

2036
1636

1018

517, 506

396
344
298

220, 201

Imatge 1. Gel d’agarosa estandard al 1,56%. Productes de la digestio
mitjangant Dde | del fragment amplificat del gen AGTR1.

Polimorfisme p.M235T del gen AGT

parells de bases
del marcador

517, 506
396
344
298
220, 201

154, 134

75

Imatge 2. Gel d’agarosa MetaPhor® al 2%. Productes de la digestio
mitjangant Asp | del fragment amplificat del gen AGT.
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Polimorfisme c.186+2053G>A del gen ACE2

parells de bases
del marcador

517, 506
396,
344
298

220, 201
154, 134

Imatge 3. Gel d’agarosa MetaPhor® al 2%. Productes de la digestio
mitjangant Rsa | del fragment amplificat del gen ACE2.

Polimorfisme c.439+4C>T del gen ACE2

parells de bases
del marcador

517, 506 3 TT CT

396 ; L - - — am am hd - e en ap @
344 “" -  seee £ = - -

298
220, 201
154, 134

———— A —— . T —

Imatge 4. Gel d’agarosa estandard al 2%. Productes de la digestio
mitjangant Alu | del fragment amplificat del gen ACE2.

3.4.3.2 PCR a temps real amb sondes al-lel-especifiques

La inclusié de fluorocroms durant el procés d’amplificaci6 del DNA permet el
seguiment del procés mentre s’esta duent a terme. Per aquest motiu la metodologia
porta el nom de PCR a temps real. Es pot dividir en les técniques basades en
fluorocroms inespecifics com és el colorant SYBR-Green (vegeu l'apartat 3.4.3.3) i en
sondes especifiques com les que s’empren per la determinacié d’'un SNP puntual.

La técnica amb sondes Tagman® (Applied Biosystems) consisteix en afegir dues
sondes d’entre 20 i 30 pb a la barreja de la reaccié, que han d’unir-se perfectament a
la zona del DNA que conté I'SNP i hibriden a una zona intermédia entre els dos

encebadors.
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Reporter and quenchermarked
777> pre Taq polymerase
[/ /2= 7/\// ‘ — T[/ Ty ] /
~J 6 D | VT
Target DNA (double etranded) T-mm::&w ~ Suorophore . ~

Imatge 5. Esquema de la tecnologia Tagman. La figura 1 i 2 mostren com la proximitat entre fluorocrom i
inhibidor impedeixen I'alliberament de fluorescencia tant si les sondes es troben a la barreja de la reaccid
(1) com hibridades al DNA (2). En canvi, la hidrdlisi de les sondes per part de la Taq polimerasa allibera el
fluorocrom i permet I'emissié de fluorescencia. (Imatge extreta de appliedbiosystems.com)

Cada una de les sondes sera complementaria a una de les variants de 'SNP d’interes.
Estan unides a I'extrem 5’ a un fluorocrom (anomenat en anglés reporter) i a I'extrem 3’
a una altra molécula que bloqueja I'emissié de fluorescéncia (anomenada en anglés
quencher). Quan les dues molécules es troben fixades als extrems de cada sonda i el
fluorocrom és excitat per llum externa, la fluorescéncia que emet és absorbida per
l'inhibidor i la fluorescéncia no es pot detectar. Quan té lloc la PCR, les sondes es
troben hibridades a I'amplicé perd degut a la proximitat de l'inhibidor al fluorocrom no
s’emet fluorescéncia. Quan la polimerasa que va copiant la cadena de DNA topa amb
la sonda unida a la cadena, la hidrolitza mitjangant la seva capacitat 5’exonucleasa
alliberant el fluorocrom de I'inhibidor. Es en aquest moment quan la fluorescéncia pot
ser detectada i mesurada (imatge 5); a major hibridacié de la sonda a la cadena de

DNA, major quantitat de fluorescéncia detectada.

1. Assay Components and DNATemplate
o oo
Prbe )“ Frote )‘
Pooward primer v g Q E 7 Q Naverss prirmer
G A
DNA tempiate (G :
1] I L1l (AN
. ] .
2. Denaturad Template and Annealing Assay Components ¥ y LEGEND
— WICa aye
o o 2
Fabe )"" rrote n Pavarse primar
. ~ +—0 & v Q Q FAM™ dya
Porward primer ¢ \ / A
N Q  Quendar
¥ km .
Minor Groowe
Qe Eindar
izati Si i s ¥ AmpiTaq Gokde
3. Polymerization and Signal Generation k DNK Polc\‘mnmo
Fwverse primer
>
Probe Prcta
s E 7 @
A
Forward primer ql . s Frimar
I 1 a Tamplata
| (RN | 111 Il Il ! )
- Extendod Primar
"

Imatge 6. Esquema de la tecnologia Tagman on s’aprecia la competicié de les dues sondes per la
hibridacié a la cadena de DNA. La sonda que finalment s’uneix és la que en darrer terme emet
fluorescéncia. (Imatge extreta de appliedbiosystems.com)
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Les dues sondes emprades es troben unides a fluorocroms diferents per tal que
absorbeixin també a longituds d’ona diferents (per exemple FAM®, VIC®, HEX®, Cy5°®) i
puguin ser diferenciats (imatge 6). D’aquesta forma, segons la quantitat de
fluorescéncia detectada per un i altre fluorocrom es pot classificar el pacient en

homozigot per la variant 1, heterozigot o homozigot per la variant 2.

Barreja de reacci6 de la PCR a temps real amb sondes al-lel-especifiques en un volum

final de 20pL:
- Supermix (2x) 10 L
- TaqMan Validated SNP Genotyping Assay Mix (20x) 1 pL
- Mostra d’ADN 5L
- Aigua estéril 4 uL

El tamp6 iQ™ Supermix conté la polimerasa (iTaqg DNA polymerase), dNTPs, MgCl,
6mM i estabilitzadors. El producte TagMan Validated SNP Genotyping Assay Mix
(Applied Biosystems) conté els encebadors i les sondes especifiques per a cada SNP,
marcades amb els fluorocroms FAM® i VIC® i els inhibidors de la fluorescéncia. Les
sequéncies exactes tant de sondes com d’encebadors no sén facilitades per part de la

casa comercial.

Les referéncies per a cada TagMan Validated SNP Genotyping Assay Mix, juntament

amb els al-lels que identifica cada fluorocrom sén les seguents:

- g.1166A>C del gen AGTR1: C_3187716_10 (A=VIC®, C= FAM®)

- p.M235T del gen AGT: C_1985481 20 (T=VIC®, C= FAM® a la seqiiéncia
nucleotidica de DNA. Es correspon a Met=VIC®, Thr= FAM® a
la sequiéncia aminoacidica de la proteina)

- ¢.186+2053G>A del gen ACE2: C_30604237_10 (G=VIC®, A= FAM®)

- ¢.439+4C>T del gen ACE2: C_2551626_1 (C=VIC®, T= FAM®)

- ¢.1542-361C>G del gen ACE2: C_8877953_10 (G=VIC®, C= FAM®)

Programa de la PCR (iQ5-iCycler, Bio-Rad):

Etapa inicial: 10 min a 95°C
40 cicles x Desnaturalitzacié: 15s a 92°C

Hibridacié i extensio: 1 min a 60°C
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L’amplificacié del DNA i la lectura de la fluorescéncia es van dur a terme en un
termociclador iCycler amb modul iQ™5 (Multicolor Real-time PCR Detection System,
Bio-Rad). La interpretacié dels resultats de la discriminacio al-lélica va ser efectuada
mitjancant el programa informatic iQ5 2.0 (Standard Edition Optical System Software
V2.0, Bio-Rad). Al final de cada cicle es mesura el senyal en unitats relatives de
fluorescéncia (URF) de cada mostra processada. Les URF s’obtenen dividint la
fluorescéncia final entre la fluorescéncia basal, la qual es considera inespecifica.

Per cada mostra es mesuren les URF del fluorocrom FAM® i les URF del fluorocrom
VIC®. Es representen graficament (imatge 7): si les fluorescéncies emeses per ambdds
colorants s6n semblants (maxim 1:1,5) és que es tracta d’'un pacient heterozigot per
I'SNP estudiat; mentre que si només s’emet fluorescencia d’'un dels colorants, es tracta
d’'un pacient homozigot per la variant que determina aquest colorant. A efectes practics
I’lhomozigosi s’adjudica a senyals de fluorescéncia amb relaci6 1:3.

S’obtenen tres nuvols de punts que determinen: I’homozigosi per la variant marcada
amb FAM® si es troben situats sobre un dels eixos, ’lhomozigosi per la variant marcada
amb VIC® si es troben sobre l'altre eix i I'heterozigosi quan es troben situats a la
diagonal (imatge 7). Sempre ha d’afegir-se una mostra que no contingui DNA (aigua)
que se situara al punt d’encreuament dels eixos de coordenades. Si I'aigua presenta
fluorescéncia, és signe de senyal inespecific o bé de contaminacio i els resultats de la
PCR no soén valids perqué aquests fendmens podrien estar afectant també les altres

mostres dels pacients.

Call

| © Allelel m Allele2 a Heterozygote o None 85,72 172,56 Allele 2

350 150,71 81,83 Heterozygote
E4 276,60 8,57 Allele 1
300 =] 186,81 102,53 Heterozygote
2,44 0,83 MNone
0 E5 203,97 119,58 Heterozygote
295,98 8,06 Allele 1

~
=1
=3

190,34 102,39 Heterozygote
54,35 303,00 Allele 2

-
v
=1

RFU for Allele 2 - VIC

LAl L Ly
®
8|0
Q=]
QO
o
2
8

5] G Et
C7E7 & A 74,86 216,45 Allele 2
100 %‘.&s& S6,62 178,31 Allele 2
& 178,14 101,47 Heterozygote
50
r;’CIC‘ . ° 51,78 164,42 allele 2
q cIpeRedl o 17,50 157,33 Allele 2
100 200 300 400 500 171,17 104,45 Heterozygote
RFU for Allele 1 - FAM [ 287 an 2 20 llale r -

Imatge 7. Grafica que representa en abscisses les URF del fluorocrom FAM® i en ordenades les URF del
fluorocrom VIC®. S’observen els tres nuvols de punts que determinen els homozigots per cada una de les
variants (Allele 1 i Allele 2) i els heterozigots (Heterozygote), i el control negatiu (None) que es troba a
l'origen de I'eix de coordenades.
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3.4.3.3 PCR a temps real amb corbes de dissociacio

Ja s’ha comentat a I'apartat anterior que la metodologia de PCR a temps real es
caracteritza per la inclusié de fluorocroms durant el procés d’amplificacié del DNA. A
diferéncia del cas anterior on s’utilitzaven sondes especifiques, la técnica de corbes de
dissociacio esta basada en fluorocroms inespecifics. En aquest cas s’empra el SYBR
Green, un colorant que emet fluorescéncia quan s’uneix al DNA de doble cadena i que
s’afegeix a la barreja de la reacci6. Després de I'amplificacid, el producte de la PCR se
sotmet a una corba de dissociacié o fusid6 de les cadenes mitjangant un augment
progressiu de la temperatura. A mesura que la temperatura va augmentant, les
cadenes de DNA van separant-se i s’allibera el colorant que deixa d’emetre
fluorescéncia. La temperatura de dissociacio o fusié (T,,) depén de la llargada de la
cadena de DNA amplificada i de la seva composicié de guanines i citosines; és a dir, si

s’obtenen fragments de DNA suficientment diferents, la T, els caracteritza.

Seqiiéncia dels encebadors

PCR1 f: 5-CTG GAG ACC ACT CCC ATC CTT TCT-3’
r: 5-GAT GTG GCC ATC ACATTG GTC AGA T-3’
PCR2, confirmatoria f: 5-TGG GAC CAC AGC GCC CGC CAC TAC-¥

r: 5-TCG CCA GCC CTC CCATGC CCATAA-3

Taula 4: Seqliencies 5’ — 3’ dels encebadors emprats per la determinacié del polimorfisme
I/D de 'ACE1. F és I'encebador forward, i r el reverse.

Per I'analisi del polimorfisme I/D de ’ACE1, es realitza una primera PCR (PCR1) que
produeix un fragment de 490 pb en preséncia de la zona d’insercié (al'lel 1), i un
fragment de 190 pb en abséncia de la mateixa (al'lel D). Degut a I'amplificacio
preferent de l'al-lel D sobre l'al-lel I, totes les mostres identificades com a DD se
sotmeten a una segona amplificacié especifica (PCR2), on un dels encebadors es
troba dins de la zona d'inserci6 (faula 4). En aquest cas, només s’observa amplificacio
de les mostres portadores d’al-lel I, les quals sén reclassificades com a ID. Les

condicions metodologiques d’'ambdues PCR es poden consultar a la taula 5.

PCR1 PCR2
Polimerasa (Bio-Rad) iTaq iTaq
Temperatura d’hibridacié 60°C 65°C
Al-lel D: 83,5°C Al-lel D: cap pic
Temperatura de fusié6 (T,,) Al-lel I: 89,5°C (pic primari) Allel I: 86,5°C
85,5°C (pic secundari)

Taula 5. Condicions metodologiques de la PCR inicial (PCR1) i de la confirmatoria (PCR2) per
determinar el polimorfisme I/D del gen de I'ACE.
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La barreja de la reaccié de la PCR (tant de la 1 com de la 2) a les concentracions finals

indicades, en un volum de 25 L és:

- MgCl; 3 mmol/L

- KCI 50 mmol/L

- Tris-HCla pH 8,30 20 mmol/L

- Trifosfodesoxiribonucleotids (ANTPs) 200 pymol/L de cada tipus

- Encebadors especifics 320 nmol/L de cada un

- Polimerasa: iTag 25 U/mL (Bio-Rad)

- SYBR Greenl

- Mostra d’ADN entre 50 i 200 ng (2-8 ng/pL)
El colorant SYBR Green | i la polimerasa iTaq juntament amb MgCl,, KCI, Tris-HCI i
dNTPs formen part d’'una barreja que es comercialitza preparada com a iQ™ Supermix
SYBR® Green (2x) de Bio-Rad. A aquesta solucié només cal afegir-hi els encebadors,

la mostra d’ADN i completar al volum final de 25uL amb aigua estéril.

Programa de la PCR (iQ5-iCycler, Bio-Rad):

Etapa inicial: 4 min a 96°C

35 cicles x desnaturalitzacio: 10s a 94°C
hibridacio dels encebadors: 25s a Ty,
extensio de la cadena: 25s a 72°C

Etapa final: 5 min a 72°C

Corba de fusio: de 65 a 95°C amb augment de 0,5°C cada 15 s

La Ty és la temperatura d’hibridacio dels encebadors al motlle de DNA.

El programa informatic iQ5® (Biorad) mostra els resultats representant graficament el
descens de la fluorescéncia expressat en URFs a l'eix de les ordenades i la
temperatura a 'eix de les abscisses. La corba de fusié és sempre decreixent perqué a
mesura que va augmentant la temperatura, la cadena bicatenaria de DNA es va obrint
i el SYBR-green s’allibera, perdent la fluorescéncia.

Si es calcula la primera derivada de la fluorescéncia en funci6 de la temperatura s’obté
una nova grafica on apareixen pics corresponents als punts d’inflexié originals (Imatge
8). D’aquesta forma es poden identificar amb molta exactitud les temperatures de

fusio.
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Mett Curve Chart

Mett Peak Chart
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Imatge 8: Grafiques que analitzen els resultats de la PCR a temps real del polimorfisme I/D del gen
ACE1. La corba de fusié de I'esquerra representa les RFU en funcié de la temperatura, mentre que la
corba de la dreta representa la primera derivada de la fluorescencia respecte la temperatura. A la imatge
s’observen els tres pics caracteristics d’un individu heterozigot ID.

3.4.4 Procediments de mesura emprats
Per mesurar les magnituds necessaries per desenvolupar aquesta tesi s’han emprat
els seglents procediments de mesura:

Srm—Creatinini; c.subst.: espectrometria d'absorcié molecular a 505 i 570 nm.
Procediment de lectura a diferents punts (voltes 30 i 37) a 37 °C. Métode de Jaffé,
sense desproteinitzacié, amb blanc de mostra i compensat. El meétode s’ha
estandarditzat per IDMS (Isotopic Dilution Mass Spectrophotometry). Analitzador
Modular System (Roche).

Srm—Colesterol; c.subst.. espectrometria d’absorcié molecular a 505 i 700 nm.
(volta 50) a 37 °C, pH=6,8. Reacci6 de

esterasa/colesterol oxidasa/peroxidasa. Analitzador Modular System (Roche).

Lectura a 1 la colesterol

punt
Srm—Albumina; c.massa: Espectrometria d’absorcié molecular a 570 i 505 nm.
Procediment de lectura a dos punts (voltes 22 i 27) a 37 °C. Verd de bromocresol a
pH=4,1. Analitzador Modular System (Roche).

Pac(Uri)—Excrecié de proteina; cabal massa(24h): Espectrometria d’absorcié
molecular a 505 i 700 nm. Procediment de lectura a dos punts (voltes 16 i 34) i a 37
°C. Turbidimetria amb clorur de bensetoni. Analitzador Modular System (Roche).
Srm—Triglicérid; c.subst.: Espectrometria d’absorcié molecular a 505 i 700 nm.
Procediment de lectura a un punt (volta 34) a 37 °C. Meétode: Glicerol-fosfat-oxidasa i
peroxidasa, pH=7,6. Analitzador Modular System (Roche).
Citometria de flux per impedanciometria.

San—Eritrocits; fr.vol.(hematocrit):

Analitzador Pentra (ABX).
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San—Leucocits; c.nium: Citometria de flux per Impedanciometria. Analitzador Pentra
(ABX).

San—Hemoglobina; c.massa: Espectrometria. Lectura d’absorbancia a 540 nm pel
métode de la cianmetahemoglobina. Analitzador Pentra (ABX).
Hb(san)—Hemoglobina A1c; fr.subst: Cromatografia en fase liquida d’alta eficacia
en gradient d’eluents. La deteccidé de les diferents fraccions eluides es realitza llegint
les absorbancies a 415 nm mitjangant espectrometria d’absorcié molecular. El calcul
del percentatge de 'hemoglobina A1c (HbA1c) respecte a 'lhemoglobina, es fa dividint
'area d’integracio del pic corresponent a I'Hb A1c per I'area total del cromatograma.

Analitzador Adams.

3.4.5 Estadistica i programes informatics

Per la manipulacio de les bases de dades i els calculs estadistics es va emprar I'Excel
(Microsoft) i I'SPSS, versié 14.0 per Windows (SPSS, Chicago, US). Es va considerar
significativa una p<0,05.

Per la interpretacié dels resultats de la PCR a temps real es va treballar amb el
programa Bio-Rad iQ5 Optical System Software v. 2.0.

Donada la gran quantitat de variables de control que s’han recollit, en tots els casos
s’ha optat per fer models univariants per cada una de les possibles variables de control
i escollir només les que van mostrar diferéncies estadisticament significatives per
introduir-les als models multivariants.

Fonamentalment, es van emprar les eines estadistiques que es detallen a continuacio:

3.4.5.1 Analisi de la supervivéncia

L’analisi de la supervivéncia permet descriure les probabilitats d’esdeveniment i
evolucio de la taxa d’incidéncia d’un succés al llarg d’'un seguiment. Entre aquestes
técniques, hi ha proves no parametriques per comparar corbes de supervivéncia
(prova de log-rank) i models de regressio que permeten valorar I'efecte d’'un conjunt
de factors pronostics. Un dels més coneguts és el model de regressié de riscos
proporcionals de Cox.

La representacié grafica més habitual de la supervivéncia és la de Kaplan-Meier.
Representa una funcié decreixent, amb salts discontinus a la dreta, que representa les
probabilitats de supervivéncia al llarg del temps. Els salts corresponen a cada temps
complet, i les creus (+) marquen els temps censurats o lliures del succés, en el nostre

cas, els individus retirats vius de I'estudi.
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Per altra banda, el model de regressié de Cox permet identificar i avaluar la relacio
entre un conjunt de variables predictives i la taxa d’incidéncia de I'esdeveniment
d’interés, anomenada taxa de risc (hazard rate) i mesurada mitjancant el coeficient de
regressio ef. ef és el factor pel qual es multiplica la taxa instantania de risc quan la
variable X s’incrementa en 1 unitat. Si es vol calcular com canvia Y quan X augmenta
en més d’1 unitat, s’ha d’elevar el coeficient de regressio e” al nombre d’'unitats que
canvia X.

En el present treball s’ha emprat aquesta metodologia no només per avaluar la
mortalitat dels pacients en dialisi sind també en l'estudi de la progressié de la
nefropatia, prenent com a punt final el canvi d’estadi d’insuficiencia renal cronica,
'increment del 100% de la concentracié de creatinini en el plasma o bé la disminucié a

la meitat de la velocitat de filtracié glomerular (consulteu I'apartat 3.2).

3.4.5.2 Regressié lineal multiple

La regressio lineal multiple permet analitzar la relacié entre una variable dependent
quantitativa i diverses variables independents quantitatives o categoriques. La inclusio
d’altres variables anomenades “de control” és d'un gran interés en estudis no
experimentals com el que ens ocupa, ja que a diferéncia dels assaigs clinics, les
condicions que envolten els pacients no poden ser degudament controlades.

L’efecte que té una variable independent sobre la dependent es mesura a través del
coeficient de regressié p, el qual representa el canvi esperat de la variable dependent
Y quan la variable independent X s’incrementa en una unitat i totes les altres variables
independents del model romanen constants. Si es vol calcular com canvia Y quan X
incrementa més d’'una unitat, s’ha de multiplicar el coeficient de regressid  pel
nombre d’unitats que canvia X.

En el present treball, aquesta metodologia s’ha emprat per avaluar la progressio de la
nefropatia, prenent com a variable dependent el pendent i la diferéncia relativa anual
tant de la concentracié de creatinini en el plasma com de la velocitat de filtracié

glomerular.

3.4.5.3 Regressio logistica binaria maltiple

La regressio logistica permet relacionar una variable dependent categorica amb
diverses variables independents quantitatives o binaries. Permet també la inclusié de
variables de control.

El coeficient de regressié e és el factor pel qual es multiplica la odds de la resposta

quan la variable independent s’'incrementa en una unitat.
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En el present treball, aquesta metodologia s’ha emprat Unicament per I'estudi

preliminar de la susceptibilitat a la nefropatia dels pacients diabétics de tipus 2.

3.4.6 Adreces d’Internet

Base de dades dels polimorfismes en el gen de ’ACE2

Tota la informacio relativa als polimorfismes s’ha extret de la base de dades de la
National Center for Biotechnology Information (NCBI) - National Institutes of Health
(NIH) dels Estats Units: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/. Concretament s’ha consultat la
base de dades dbSNP, que inclou substitucions d’'una sola base nucleotidica aixi com
també delecions i insercions de petita escala. En aquesta base s’ha obtingut el nimero
rs (reference SNP) i la localitzacié del polimorfisme dins del cromosoma seguint les
fonts de reference assembly, la sequéncia del genoma huma que es considera de
referéncia. La nomenclatura dels polimorfismes s’ha obtingut de la dbGenBank, base
de dades de disponibilitat publica de sequéncies genétiques del NIH.

També s’ha obtingut informaci6 a partir del International HapMap Project:

http://www.hapmap.org/. L’objectiu principal d’aquest organisme és desenvolupar un

mapa dels haplotips del genoma huma. Es calcula que hi ha uns 10 milions de
polimorfismes. El projecte HapMap s’ocupa d’identificar entre 200.000 i 1 milié de
polimorfismes que donin exactament la mateixa informacié que els 10 milions, facilitant

aixi enormement la feina de la comunitat cientifica.

Base de dades d’enzims de restriccio

Webcutter 2.0, Max Heiman: http://rna.lundberg.qu.se/cutter2/

Pel disseny dels encebadors:

- Steve Rozen and Helen J. Skaletsky (2000) Primer3 on the WWW for general users
and for biologist programmers. In: Krawetz S, Misener S (eds) Bioinformatics Methods
and Protocols: Methods in Molecular Biology. Humana Press, Totowa, NJ, pp 365-386.

http://primer3.sourceforge.net/

- Web Primer: DNA and Purpose Entry.

http://seq.yeastgenome.org/cgi-bin/web-primer
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ESQUEMA DE LA PRESENTACIO DELS RESULTATS

Per a tots els apartats de resultats presentats en aquesta tesi, s’ha seguit el mateix plantejament:

Mortalitat en dialisi Progressid de la nefropatia Susceptibilitat a la nefropatia
v v v v
regressidé de Cox regressio lineal regressié de Cox regressiod logistica

N -

—

Models univariants per seleccionar les variables de control

|

Models multivariants amb cada un dels polimorfismes estudiats

|

Tria dels al-lels de risc potencials

|

Construccio de la nova variable n° d’al-lels de risc per totes les possibles combinacions d’al-lels

|

Models multivariants amb cada una de les combinacions possibles
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4.1 MORTALITAT EN DIALISI

4.1.1 Descripcioé de la poblacié

L’estudi de la mortalitat s’ha realitzat amb una poblacié de raga blanca de 100 pacients
diabétics de tipus 2 amb nefropatia, que han entrat al programa de dialisi de I'Hospital
Universitari de Bellvitge entre els anys 1993 i 2008.

La poblacié estava composta per 56 homes i 44 dones. El 56% van patir algun tipus
d’accident cardiovascular previ a la instauracio de la dialisi i el 54% presentava historia
d’hipertensié prévia no controlada. La mitjana de la velocitat de filtracié glomerular
(MDRD) a la primera visita al nefroleg de I'hospital fou de 38,7 (35,1 - 42,4)
mL/min/1,73 m2. En aquest punt, la mitjiana d’edat era de 63,1 (61,1 - 65,2) anys.

El 25% de pacients van iniciar dialisi peritoneal mentre que pel 75% restant es va optar
per 'hemodialisi. En el moment d’instaurar la dialisi, es van recollir una série de dades

que es poden consultar a la taula 6.

Magnitud Mitjana (IC 95%)
Edat (anys) 68,2 (66,4 —70,1)
VFG residual (mL/min/1,73 m?) 8,7 (8,0 - 9,3)
San—Leucocits (x10°/L) 8,7 (8,0 - 9,3)
San—Hemoglobina (g/L) 117,5 (113,3 - 121,6)
Srm—Colesterol (mmol/L) 4,5(4,3-4,7)
Srm—Albdmina (g/L) 38,1 (37,0 — 39,2)
Hb(San)—Hemoglobina A1c (%) 6,5 (6,3 —6,8)

Taula 6. Mitjana i interval de confianga del 95% (IC 95%) de les caracteristiques
recollides a la instauracié del tractament amb dialisi.

La mitjana del temps de seguiment d’aquests pacients va ser de 1147 (994 — 1300)
dies, amb un maxim de 3811 dies (10,4 anys), durant el qual 53 pacients van morir, 3
van ser sotmesos a trasplantament renal i 4 van abandonar I'estudi. Es va considerar
la data de finalitzacié de I'estudi el dia 16 d’octubre de 2008, i tots els temps van ser

truncats en aquest moment.

Les frequéncies genotipiques dels 6 polimorfismes estudiats en la poblacié en dialisi
es troben a la faula 7. En tots els casos es compleix I'equilibri de Hardy-Weinberg, el
qual es va comprovar mitjangant la prova de »* de comparacioé de proporcions. Donat
que el gen ACE?2 es troba al cromosoma X, les dones tenen dos al-lels perd els homes
només en tenen un. Per simplificar la presentacié dels resultats d’ara en endavant,

tractarem els homes com a homozigots quan s’analitzin conjuntament amb les dones.
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Polimorfisme Freqiiéncies genotipiques (%) p (xz)
ACE1 DD (33) ID (52) Il (15) 0,756
AGT MM (32) MT (56) TT (11) 0,185
AGTR1 AA (53) AC (43) CC (4) 0,402

dones: AA (55) AG (35) GG (10) 0,742
ACE2 c.186+2053G>A

homes™: A (68) G (32) -

dones: CC (65) CT (30) TT (5) 0,925
ACE?2 c.439+4C>T

homes™: C (76) T (24) -

dones: GG (10) GC (40) CC (50) 0,956
ACE?2 c.1542-361C>G

homes™: G (28) C (72) -

Taula 7. Freqliencies genotipiques -expressades en percentatge- dels 6 polimorfismes genotipats en la
poblacié en dialisi, acompanyades de la significacié estadistica en la comparacié de proporcions (prova de
XZ) obtinguda al comprovar I'equilibri de Hardy-Weinberg.

*en els homes, les distribucions sén al-léliques en lloc de genotipiques

4.1.2 Corbes de supervivencia

La representacié grafica de les corbes de supervivéncia de Kaplan-Meier individuals
per cada genotip, es poden veure a les figures 3 - 11, juntament amb la significacié de
la prova de Log Rank (altrament anomenada de Mantel-Cox) per la comparacié de

corbes de supervivéncia.

. Palimorfisme ACE1
. DD
1D
||

08— —+ DD-censored
o 0
'g -+ ID-censored
S + ll-censored
£
3 054
©
8
o
c
)
> 04
S
—
)
o
]
"

0,24

0,0

1 1 1 T 1
0 1000 2000 3000 4000
Dies en dialisi

Figura 3. Corba de supervivencia del polimorfisme I/D del gen ACE1 (p = 0,198).
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Figura 4. Corba de supervivencia del polimorfisme p.M235T del gen AGT (p = 0,076).
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Figura 5. Corba de supervivencia del polimorfisme g.1166A>C del gen AGTR1 (p = 0,189).
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Figura 6. Corba de supervivéncia del polimorfisme c.186+2053G>A del gen ACE2 en homes (corba de

l'esquerra, p = 0,134) i en dones (corba de la dreta, p = 0,317).
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Figura 7. Corba de supervivéncia del polimorfisme ¢.439+4C>T del gen ACE2 en homes (corba de
l'esquerra, p = 0,559) i en dones (corba de la dreta, p = 0,655).
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Figura 8. Corba de supervivencia del polimorfisme c.15642-361C>G del gen ACE2 en homes (corba de
I'esquerra, p = 0,058) i en dones (corba de la dreta, p = 0,379).

Per a cada polimorfisme, la linia puntejada correspon al genotip que presenta una
major supervivencia en dialisi. Les diferéncies entre genotips no han resultat
estadisticament significatives, encara que pels polimorfismes p.M235T del gen AGT i
€.1542-361C>G del gen ACE2 —en homes— han estat ratllant la significacié (p=0,076 i
p=0,058, respectivament).

En base a les tendéncies observades a les corbes de supervivéncia es pot intuir que
els al'lels D (I/D), M (p.M235T), A (g.1166A>C), G (c.186+2053G>A) i C (c.1542-
361C>G) confereixen un mal prondstic de supervivéncia. Pel que fa al polimorfisme
€.439+4C>T del gen ACE2, les corbes de supervivéncia de cada genotip s’entrecreuen

i esdevé molt dificil distingir quin és I'al-lel de risc.
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4.1.3 Regressions de Cox

4.1.3.1 Models univariants

Els possibles factors que hem considerat que poden estar relacionats directament amb

el temps de supervivéncia en dialisi, i que ja s’han comentat a I'apartat 3.1.1 sén:

- Sexe

- edat a Il'inici de dialisi

- tipus de dialisi: hemodialisi o dialisi peritoneal

- comorbiditat en forma d’episodis cardiovasculars previs a la dialisis

- velocitat de filtracié glomerular a la primera visita, que dona idea de si la

remissié a I'especialista es massa tardana (VFG basal).

- velocitat de filtracié glomerular residual a I'inici del tractament amb dialisi

- historia d’hipertensio prévia

- San—Leucocits; c.num.

- San—Hemoglobina; c.massa
- Srm—Albumina; c.massa

- Srm—~Colesterol; c.subst

- Hb(San)—Hemoglobina A1c; fr.subst

Per tal de decidir quines d’aquestes possibles variables de control és necessari que

s’introdueixin als models de Cox definitius

—els que mesuren

polimorfismes—, s’han efectuat regressions de Cox univariants (taula 8).

'efecte dels

Magnitud

e® (IC 95%)

tipus de dialisi

0,65 (0,37 a 1,34)

comorbiditat

0,87 (0,51 — 1,50)

VFG basal 1,00 (0,98 — 1,01)
VFG residual 0,96 (0,87 — 1,06)
hipertensio 0,98 (0,56 —1,72)

San—Leucocits; c.num.

1,02 (0,94 — 1,09)

San—Hemoglobina; c.massa

0,99 (0,97 — 1,00)*

Srm—AlbUmina; c.massa

0,92 (0,87 — 0,97)*

Hb(San)—Hemoglobina A1c; fr.subst

1,11 (0,90 - 1,37)

Srm—Colesterol; c.subst

0,87 (0,69 — 1,10)

Taula 8. Coeficients de regressio i intervals de confianca del 95% (IC 95%) de les
possibles variables de control en els models de regressié univariants.
*Variable que compleix els criteris d’inclusié al model definitiu.
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S’ha decidit la inclusié d’aquelles variables per les quals linterval de confianca de la
taxa de risc del model univariant no inclou I'1. Per concepte, I'edat i el sexe s’han
inclos independentment dels resultats dels models univariants.

Unicament la concentracié d’albumina en el plasma i la concentracié d’hemoglobina a
la sang s’han mostrat relacionades de forma estadisticament significativa amb el risc
de mortalitat dels pacients diabétics de tipus 2 en dialisi. El limit superior de I'interval
que estima el coeficient de regressié de I'efecte de I’hemoglobina esta arrodonit a 1,00
perd de fet no inclou aquest terme. Per a ambdues magnituds la relacié és inversa, és
a dir, a major concentracié d’albumina o d’hemoglobina, menys probabilitat de morir en

dialisi.

4.1.3.1 Regressions independents per cada polimorfisme

A continuacié s’ha analitzat I'efecte que produeix cada polimorfisme sobre la mortalitat
dels pacients diabétics de tipus 2 en dialisi. S’han executat models de regressioé que
s’obtenen incloent a 'equacié la variable genética juntament amb les quatre variables
de control que hem considerat préviament (edat, sexe, Srm—Albumina; c.massa i
San—Hemoglobina; c.massa). Tot i aixd, a les taules d’aquest apartat només es
mostren aquelles variables de control que han presentat un coeficient de regressio
estadisticament significatiu, amb I'inic objectiu de simplificar-ne la visualitzaci6. Els

guions signifiquen variables no significatives.

ACE1

Amb el model ajustat per les variables de control, el risc estimat de mort dels pacients
amb genotip DD és de 3,5 vegades el dels pacients amb genotip Il (IC95% = 1,3 a
9,9), i pels pacients amb genotip ID el risc de morir respecte els de genotip Il és de 2,5

vegades més. La significacié estadistica és 0,017 i 0,059 respectivament (taula 9a).

AGT

El model ajustat per les variables de control estima un risc d’éxitus dels pacients amb
genotip MM de 3,8 vegades el dels pacients amb genotip TT, i pels pacients MT, de
2,9 vegades el dels pacients amb genotip TT. L'efecte del genotip MM sobre el TT és

estadisticament significatiu (p=0,025) (taula 9b).
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a) |Variables e (IC 95%) p
ACE1 (DD vs ll) 3,56(1,3-9,9) 0,017
ACE1 (ID vs 1l) 2,5(1,0-6,3) 0,059
Edat a I'inici de dialisi 1,04 (1,00 - 1,07) 0,031
Srm—Albumina; c.massa 0,92 (0,86 — 0,98) 0,008
b) Variables e (IC 95%) p
AGT (MM vs TT) 3,8(1,2-124) 0,025
AGT (MTvs TT) 29(1,0-8,7) 0,058
Srm—Albumina; c.massa 0,92 (0,86 — 0,98) 0,009
c) Variables e (IC 95%) p
AGTR1 (AAvs C) 1,4 (0,8 — 2,5) 0,239
Srm—Albumina; c.massa 0,94 (0,89 — 1,00) 0,043
d) Variables homes (G vs A) dones (GG vs A)
e? (IC 95%) P e (IC 95%) P
c.186+2053G>A 1,8 (0,7 —-4,5) 0,195 1,4 (0,6 —3,2) 0,433
Srm—Albdmina; c.massa | 0,92 (0,85 — 1,00) 0,040 - -
e) Variables homes (T vs C) dones (T vs CC)
e? (IC 95%) P e (IC 95%) P
c.439+4C>T 1,5 (0,6 —3,9) 0,439 1,2 (0,5-3,0) 0,745
Srm—Albdmina; c.massa | 0,91 (0,84 — 0,99) 0,027 - -
f) Variables homes (C vs G) dones (CC vs G)
e? (IC 95%) P e (IC 95%) P
c.1542-361C>G 2,0(0,7-5,8) 0,184 1,0(0,4-2,2) 0,960

Taula 9. Coeficient de regressié de Cox (ef) interval de confianga del 95% i significacio estadistica del

genotip i de les variables de control significatives del model que mesura I'efecte sobre la mortalitat:

dels genotips DD i ID del polimorfisme I/D del gen ACE1 respecte el genotip Il

dels genotips MM i MT del polimorfisme M268T del gen AGT respecte el genotip TT

del genotip AA del polimorfisme g.1166A>C del gen AGTR1 respecte els portadors de l'al-lel C.

de l'al'lel G del polimorfisme c.186+2053G>A del gen ACE2 respecte l'al-lel A en homes i de les

homozigotes GG respecte les portadores de I'al-lel A en dones.

e. de l'allel T del polimorfisme ¢.439+4C>T del gen ACE2 respecte l'al-lel C en homes i de les
portadores de I'al-lel T respecte les homozigotes CC en dones.

f. de l'al-lel C del polimorfisme c.1542-361C>G del gen ACE2 respecte I'al-lel G en homes, i de les
homozigotes CC respecte les portadores de I'al-lel G en dones.

aooo
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AGTR1

En el cas del polimorfisme de TAGTR1, com que unicament hi havia 4 individus amb

genotip CC, s’han agrupat els portadors de I'al'lel C. El risc d’éxitus dels pacients amb
genotip AA és 1,4 vegades superior al dels portadors de I'allel C, per bé que aquest

efecte no és estadisticament significatiu (taula 9c).

ACE2

L’'estudi s’ha realitzat separadament per sexes. Per a cada polimorfisme, les dones
s’han agrupat en portadores d’'un dels al-lels respecte les homozigotes per I'altre, ja
que hi havia 4 o menys representants del grup minoritari. Per a aquest mateix grup es
déna la circumstancia que no hi ha cap variable de control estadisticament
significativa.

Tot i que no s’ha trobat en cap cas una relacié estadisticament significativa entre els
polimorfismes i la mortalitat dels pacients (faula 9 d-f), podem destacar que els
polimorfismes ¢.186+2053G>A i ¢.1542-361C>G, en els homes, mostren la mateixa
tendéncia clara que ja s’observava a les corbes de supervivéncia; és a dir, que els
allels G i C, respectivament, semblen de mal pronostic.

Seguint també amb les conclusions que s’extreien de les corbes de supervivéncia, el
polimorfisme restant (c.439+4C>T) no mostra cap mena de tendéncia que el pugui

relacionar amb la mortalitat.

4.1.3.3 Regressions combinant polimorfismes

Tot i que de l'estudi individual només s’ha trobat significacié estadistica pels
polimorfismes 1I/D i p.M235T, s’han identificat els al-lels que podrien conferir risc
d’éxitus per la resta de polimorfismes en base a les tendéncies coincidents tant de les
corbes de supervivéncia com de les regressions de Cox individuals. Per a seleccionar
un al-lel, s’ha pres com a condicié que la significaci6 estadistica de les regressions fos
com a maxim de 0,2. D’aquesta manera, hem classificat els allels D (I/D), M
(p-M235T), G (c.186+2053G>A) i C (c.1542-361C>G) com a al-lels que possiblement
confereixen un major risc de morir durant la dialisi.

Per tal d’estudiar interaccions genetiques s’ha creat una nova variable anomenada
“nombre d’al-lels de risc’ que s'obté sumant el nombre d’al-lels de risc que té cada
individu (consulteu I'apartat 3.3). Aquesta variable pot prendre els valors de 0 a 8, el
nombre maxim d’al-lels de risc que pot tenir un individu. Recordem que pel que fa als
polimorfismes de 'ACEZ2 els homes s’han considerat homozigots amb doble aportacio

al-lelica. Hi ha 2 pacients sense cap al-lel de risc, n’hi ha 1 que en té un, 5 que en
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tenen dos, 12 que en tenen tres, 13 que en tenen quatre, 18 que en tenen cinc, 18 que
en tenen sis, 24 que en tenen set i 7 que tenen els vuit.

Seguint punt per punt el procés descrit a 'apartat 3.3, hem realitzat totes les possibles
combinacions de 2, 3 i 4 polimorfismes.

Les regressions de riscos proporcionals de Cox mostren una relacio significativa entre
el nombre d’allels de risc i el risc de morir dels pacients diabeétics de tipus 2 en dialisi.
La combinacioé de dos polimorfismes que millor estima el risc de morir és la formada
per TACE1 i 'AGT (taula 10). El risc relatiu de morir es multiplica per 1,5 (IC 95% 1,1-
2,0) per cada allel de risc de més que té el pacient. La significacié estadistica és de
0,007. Aixo significa que el fet de tenir els quatre al-lels de risc respecte no tenir-ne
cap fa que es multipliqui per 5 vegades (1,5%) el risc de morir en dialisi.

La combinacié de tres polimorfismes que millor estima el risc de morir és la formada
per TACE1, TAGT i el c.186+2053G>A (taula 11). El risc relatiu de morir es multiplica
per 1,5 (IC 95% 1,2-1,9) per cada al-lel de risc de més que té el pacient. La significacio
estadistica és de 0,002. Aixo significa que el fet de tenir els sis al-lels de risc fa que el
risc de morir sigui 11 vegades (1,5°) més alt respecte no tenir cap al-lel.

L’addicié del quart polimorfisme, tot i ser també estadisticament significativa, aporta
menys informacié que els models previs, ja que el fet de tenir els 8 allels de risc
explica un augment del risc de morir inferior a la combinacié de tres polimorfismes
(€’=1,3 (IC 95%: 1,1-1,5) p=0,007).

- Combinacié de 2 polimorfismes: D (I/D) + M (p.M235T)

Variables e? (IC 95%) P

n° d’al-lels de risc (D+M) 1,5(1,1-2,0) 0,007
Edat a I'inici de dialisi 1,04 (1,00 - 1,07) 0,039
Srm—Albumina; c.massa 0,91 (0,85 -0,98) 0,008

Taula 10. Coeficient de regressié de Cox (e) interval de confianca del 95% i significacié estadistica del n°
d’al-lels de risc -D (ACE1) i M (AGT)- i de les variables de control significatives del model que mesura
I'efecte dels allels de risc sobre la mortalitat en dialisi.

- Combinacié de 3 polimorfismes: D (I/D) + M (p.M235T) + G (c.186+2053G>A)

Variables ef (IC 95%) p
n° d’al-lels de risc (D+M+G) 1,5(1,2-1,9) 0,002
Srm—Albumina; c.massa 0,92 (0,87 — 0,98) 0,012

Taula 11. Coeficient de regressié de Cox (ef) interval de confianga del 95% i significacié estadistica del n°
d’al-lels de risc -D (ACE1), M (AGT) i G (c.186+2053G>A)- i de les variables de control significatives del
model que mesura I'efecte dels al-lels de risc sobre la mortalitat en dialisi.
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Resulta interessant subratllar que les estimacions de les taxes de risc de la nova
variable “n°® d’al-lels de risc” s6n molt més bones, ja que l'interval de confianga del 95%

és molt més estret.

Per visualitzar la relaci6 dels allels de risc -D (I/D) + M (p.M235T) + G
(c.186+2053G>A)- sobre la mortalitat en dialisi, hem classificat la poblacié en dos
grups en funcio de si tenen de 0 a 3 o de 4 a 6 allels de risc. La prova de log rank
(figura 9) mostra diferéncies estadisticament significatives en la supervivéncia dels dos
grups (p=0,002).

A titol descriptiu, direm que el grup que té de 0 a 3 al-lels de risc, ha romas en dialisi
una mitjana de 2254 (1748-2760) dies —que equival a 6 anys—, mentre que el grup que
té més de 3 al-lels de risc, es manté en dialisi 1214 dies de mitjana (995-1434), el que

equival a 3 anys, la meitat de temps que el primer grup.
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Figura 9. Corba de supervivencia de Kaplan-Meier (p = 0,002).

pacients que tenen de 0 a 3 al-lels de risc -D (I/D) + M (p.M235T) + G (c.186+2053G>A)—
-------- pacients que tenen de 4 a 6 al-lels de risc —D (/D) + M (p.M235T) + G (c.186+2053G>A)—
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4.2 PROGRESSIO DE LA NEFROPATIA

4.2.1 Descripcioé de la poblacié

L’estudi de la progressio de la nefropatia s’ha realitzat amb 320 pacients diabétics de
tipus 2 diagnosticats d’insuficiéncia renal cronica i atesos pel Servei de Nefrologia de
I'Hospital Universitari de Bellvitge.

Dels pacients inclosos a 'estudi, el 63,8 % eren homes, el 70,3% eren no fumadors i el
83,8% estaven en tractament amb IECA i/o ARAIIl. El resum de la resta de

caracteristiques recollides dels pacients a la primera visita a I'especialista es troben a

la taula 12.

Magnitud Mitjana (IC 95%)
Edat (anys) 62,0 (61,0 —63,1)
IMC (Kg/m?) 30,0 (29,4 — 30,5)
MDRD (mL/min/1,73m?) 56,0 (54,0 — 58,0)
Srm—Creatinini (umol/L) 113,7 (110,3 - 117,2)
Pac(Uri)—Excrecié de proteina (g/dia) 1,5(1,3-1,6)
Tensié arterial sistdlica (mmHg) 157,4 (154,6 — 160,3)
Tensio arterial diastolica (mmHg) 81,5 (80,1 —-82,9)
Srm—Albumina (g/L) 41,7 (41,1 -42,2)
Hematocrit 0,407 (0,400 - 0,413)
Hb(San)—Hemoglobina A1c (%) 74 (7,2-17,6)
Srm—Colesterol (mmol/L) 5,7 (5,6 —5,9)
Srm—Triglicerid (mmol/L) 22(2,0-24)

Taula 12. Mitjana i intervals de confianca del 95% (IC 95%) de les
caracteristiques recollides a la primera visita al nefroleg.

Per avaluar la progressié de la nefropatia s’han utilitzat 7 criteris paral-lels (consulteu
lapartat 3.2). L’analisi estadistica ha estat realitzada en consonancia amb les
caracteristiques particulars dels criteris esmentats. D’aquesta manera podem

presentar els resultats pel que fa a progressio dividits en dos apartats diferents:

1. Pendents i disminucions relatives: MODELS DE REGRESSIO LINEAL

El seguiment dels pacients va ser entre 2 i 15 anys. Durant aquest temps, I'increment
relatiu de la concentracié de creatinini en el plasma va ser de mitjana del 11,0 (9,1 —
12,9) % anual; la disminucié relativa de la filtracié glomerular va ser de -9,7 (-10,9 a -

8,4) % anual; el pendent de l'increment de la concentracié de creatinini va ser de 25,2
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(19,5 — 30,9) mmol/L per any; i la mitjana del pendent de la disminucié de la filtracio

glomerular va ser de -3,4 (-3,8 a -3,0) mL/min/1,73m? anual.

2. Criteris que requereixen un seguiment al llarg del temps, fins que té lloc
I’esdeveniment d’interés: ANALISI DE LA SUPERVIVENCIA

Aquests tipus d’analisis s’anomenen de forma genérica analisis de la supervivencia,
pero és important recordar que sén utils per estudiar el risc que es produeixi qualsevol
tipus d’esdeveniment. A la progressié de la nefropatia no s’estudia la probabilitat de
supervivencia de l'individu, sin6 el risc que té un individu de perdre amb més rapidesa
que un altre la funcionalitat del sistema renal.

La mitjana del temps de seguiment dels pacients va ser de 6,5 (6,1 — 6,8) anys, durant
els quals 109 pacients van doblar la concentraci6 de creatinini al plasma (n=320), 111
van disminuir a la meitat 'MDRD (n=320) i 74 van passar al seglent estadi
d’insuficiéncia renal cronica (n=212): 4 van passar de I'estadi 5 al 4, 17 pacients van
passar de I'estadi 4 al 3 i finalment 53 pacients van passar de 'estadi 3 al 2. La resta
de pacients van romandre al mateix estadi d’insuficiéncia renal cronica al final de

I'estudi.

La distribucid genotipica dels quatre polimorfismes estudiats es troba en equilibri de

Hardy-Weinberg tal com mostra la faula 13.

Polimorfisme Freqiiéncies genotipiques (%) p (Xz)
ACE1 DD (38,1) ID (44,7) 1(17,2) 0,506
AGT MM (32,2) MT (49,0) TT (18,8) 0,997
AGTR1 AA (55,4) AC (38,5) CC (6,1) 0,939

dones: GG (48,2) AG (40,7) AA (11,1) 0,846
ACE2 c.186+2053G>A

homes™: G (65,0) - A (35,0) -

dones: CC (59,3) CT (34,3) TT (6,4) 0,872
ACE2 c.439+4C>T

homes™: C (81,3) - T (18,7) -

dones: CC (43,5) GC (41,7) GG (14,8) 0,911
ACE2 c.1542-361C>G

homes™: C (65,5) - G (34,5) -

Taula 13. Freqliencies genotipiques -expressades en percentatge- dels 6 polimorfismes genotipats,
acompanyades de la significacié estadistica en la comparacié de proporcions (prova de XZ) obtinguda al
comprovar I’ equilibri de Hardy-Weinberg.

*en els homes, les distribucions sén al-léliques en lloc de genotipiques
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4.2.2 Regressio lineal

4.2.2.1 Models univariants

Primerament hem fet regressions lineals univariants amb cada una de les variables de
control descrites anteriorment, per tal de decidir quines s’havien d’introduir al model de
regressio definitiu. S’han escollit aquelles variables per les quals I'interval de confianga
del coeficient de regressidé del model univariant no inclogués el 0, és a dir, que fos
estadisticament significatiu. Aquest procés s’ha realitzat per les 4 variables
dependents en consideraci6 (taula 14).

Per concepte, les variables edat i sexe s’introduiran al model de regressié definitiu
independentment dels resultats del model univariant. El mateix passa amb les
variables “MDRD basal” i “concentracié de creatinini basal”; la situacié basal de la
nefropatia amb la qual arriba el pacient a la consulta de I'especialista pot determinar la
posterior evolucié. Donat que els pacients inclosos a I'estudi arriben en estadis
d’insuficiéncia renal diferents (1, 2 i 3) s’ha cregut convenient ajustar sempre el model

de regressi6 per la situacié basal.

M itud B (IC 95%) B (IC 95%) B (IC 95%) B (1C 95%)
agnitu

pendent MDRD dif relat MDRD pendent creatinini | dif relat creatinini
IMC 0(-0,1a0,1) 0,1(-0,2a0,4) -0,1(-1,4a1,2) -0,2 (-0,6 a 0,3)

Srm—AlbUmina

0,3 (0,2 a 0,4)*

0,9 (0,6 a 1,2)*

2,9 (-4,2 a -1,6)*

1,1(-1,5a-0,6)*

Hematocrit 0,16 (0,09 2 0,23)*| 0,6 (0,4 a0,8)* -1,9(-2,9a-1,0* | -0,7 (-1,1a-0,4)*
Srm—Triglicérid 0(-0,3a0,2) -0,1(-0,9a0,7) 2,5(-1,1a6,0) 0,1(-1,1a1,3)
Tabaquisme -0,7 (-1,6 a 0,2) 0,2 (-2,6 a2,9) 2,1(-10 a 15) -1,1(-5,2a3,1)
Tractament -0,6 (-1,8 a2 0,5) -0,3(-3,7a3,1) 2,4 (-13a18) -0,1(-5,3a5,0)

Taula 14. Coeficients de regressio i intervals de confianca del 95% (IC 95%) de les possibles variables de
control que es mesuren a la primera visita, en els models de regressié univariants per cada una de les 4
variables dependents.

*Variables que compleixen els criteris d’inclusié al model definitiu.

Cal recordar que per les variables de control que tenien un seguiment anual
(Srm—Colesterol, Pac(Uri)—Excrecié de proteina, Hb(San)—Hemoglobina A1c, tensio
arterial sistolica i tensio arterial diastolica) s’han valorat tres possibilitats d’inclusié: 1)
la seva mesura basal, 2) la mitjana de totes les mesures recollides, o 3) la integral de
la corba que conformen tots els punts o AUC. S’ha escollit el criteri que estima el
coeficient de regressié g amb més significacid estadistica per incloure’l al model
definitiu. En general, I'area sota la corba és el millor criteri d’avaluacié de la progressio
de les variables de control de les quals es disposa de seguiment, tal com es pot

observar a la taula 15.
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p pendent | pdifrelat | p pendent | p dif relat

Magnitud MDRD MDRD | creatinini | creatinini
Srm—Colesterol basal 0,14 0,009 0,003 0,003
Srm—Colesterol mitjana 0,001 1,2x10™ 6,0x10° 1,3x10™
Srm—Colesterol AUC 57x10** | 6,2x10°* | 6,2x10°* | 7,6x10°*
Pac(Uri)—Excrecié de proteina basal 2,3x10° 2,1x10™ 4,2x10° 3,8x107°

Pac(Uri)—Excrecié de proteina mitjana 4,3x10™% 1,56x10° 3,3x107%%* 4,5x10%

Pac(Uri)—Excrecié de proteina AUC 5,0x10** | 2,0x10™* 1,6x10™° 3,6x10%8*

Hb(San)—Hemoglobina A1c basal 3,2x107* 0,002 * 0,007 * 0,014*
Hb(San)—Hemoglobina A1c mitjana 0,024 0,30 0,23 0,53
Hb(San)—Hemoglobina A1c AUC 0,018 0,32 0,30 0,58
Tensio arterial sistolica basal 2,8x10°" 1,3x10°® 0,002 4,9x10°
Tensié arterial sistolica mitjana 3,8x10” 9,2x10™? 4,0x10° 2,2x10°
Tensi6 arterial sistolica AUC 1,1x107* | 1,6x107%* | 1,5x10°* | 4,9x10°*
Tensio arterial diastolica basal 0,59 0,56 0,38 0,36
Tensi6 arterial diastolica mitjana 0,96 0,36 0,16 0,17
Tensio arterial diastolica AUC 0,83 0,30 0,18 0,17

Taula 15. Significacié estadistica (p) de les variables de control amb seguiment anual en els models de
regressio univariants per cada una de les 4 variables dependents possibles.
*Variables que compleixen els criteris d’inclusié al model definitiu.

Seguint els criteris que s’han descrit, les variables de control que s’inclouran als
models de regressido definitius seran: edat; sexe; Srm—Albumina; c.massa;
San—Eritrocits; fr.vol.(hematodcrit); Srm—Creatinini; c.subst. basal o bé MDRD basal
en funcié de si la variable dependent esta relacionada amb el creatinini o amb la
velocitat de filtracié glomerular; I'area sota la corba de Srm—Colesterol; c.subst.,
tensio arterial sistolica i Pac(Uri)—Excreci6 de proteina; cabal massa(24h) (a excepcio
del model amb el pendent de creatinini com a variable dependent on s’introduira la
mitjana d’aquesta variable); i finalment la mesura basal de Hb(San)—Hemoglobina
A1c; fr.subst.

4.2.2.2 Regressions independents per cada polimorfisme

A partir d’aquest punt, es desenvoluparan només els resultats que avaluen l'efecte
geneétic sobre la progressié de la nefropatia mitjangant el pendent i la diferéncia anual
relativa de la filtracié glomerular (vegeu l'apartat 3.2). El mateix desenvolupament ha
estat realitzat pels criteris que inclouen directament la mesura de creatinini i s’han
obtingut resultats similars encara que estadisticament menys significatius (consulteu

'annex B).
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Exceptuant els gens dels cromosomes sexuals, la variable “genotip” té 3 categories:
homozigot per un al‘lel, heterozigot i homozigot per l'altre al-lel. Com que no es poden
introduir variables de més de dues categories en models de regressio lineal, s’han
creat dues variable ficticies de cada polimorfisme prenent com a referéncia el genotip
que, a priori, sembla protector pel que fa a la progressié de la nefropatia. Aixi, en cada
variable ficticia només s’inclouen dos genotips cada vegada: ’homozigot per a I'al‘lel
més favorable davant cada un dels altres dos possibles genotips (faules 16-24).
S’anomenen variables ficticies perqué només tenen sentit quan s’introdueixen de
forma conjunta al model. Quan la variable independent “genotip” s’ha dicotomitzat en
dues variables ficticies i una d’elles és estadisticament significativa i I'altra no ho és
s’ha fet una nova regressio lineal multiple agrupant genotips per tal de fer més
comprensible I'efecte de l'al-lel de risc. Els resultats d’aquestes darreres regressions
es comenten al text perd no es mostren en forma de taula.

L’estudi dels polimorfismes de 'ACEZ2 s’ha realitzat separant els dos sexes, ja que el
gen es troba contingut al cromosoma X i per tant la dotaci6 al-lélica entre homes i
dones és diferent.

Les regressions mostrades a continuacioé s’han obtingut incloent totes les variables de
control considerades préviament (consulteu 'apartat 4.2.2.1), pero a les taules només
es mostren aquelles que han presentat un coeficient de regressié estadisticament
significatiu, amb I'dnic objectiu de simplificar-ne la visualitzacié. Els guions signifiquen

variables no significatives.

Polimorfisme I/D del gen ACE1

Variables de la regressié DiferénCi:l"gréu;I et pendent MPRD

B (IC 95%) p B (IC 95%) p
ACE1 (DD vs ll) -1,9 (-4,5a0,7) 0,157 -0,6 (-1,5a0,3) 0,178
ACE1 (ID vs 1l) -2,5(-5,0a0,1) 0,061 -0,9 (-1,7 a-0,0) 0,041
Sexe - - 0,8 (0,1a1,5) 0,025
MDRD basal 0,1 (0,01 a0,13) 0,028 |-0,04(-0,06 a-0,02) | 2,6x10™
Hematocrit (%) 0,3 (0,09 a 0,46) 0,004 0,12 (0,06 a 0,18) 1,2x10™
Excrecioé de proteina AUC 3,2(-3,7a-2,7) | 45x10® | 12(-1,4a-1,1) | 57x10™
Tensié arterial sistdlica AUC -0,1 (-0,2 a -0,04) 0,001 - -

Taula 16. Coeficients de regressio p, interval de confianca del 95% i significacio estadistica del genotip i
de les variables de control significatives dels models que mesuren la contribucié del polimorfisme I/D del
gen ACE1 sobre la progressié de la nefropatia mesurada mitjiancant la diferéncia anual relativa i el
pendent de 'MDRD.
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Si agrupem genotips, els pacients portadors de I'allel D respecte els que tenen genotip
Il, presenten una diferéncia anual relativa de filtracié glomerular de -2,2 unitats de
percentatge (p=0,072), que representa un pendent anual de I'MDRD de -0,7
mL/min/1,73 m? (p=0,063). Aquest efecte no arriba a ser estadisticament significatiu

(dades no mostrades).

Lectura de les regressions lineals miltiples:

Diferéncia anual relativa de I’'MDRD: Si prenem com a exemple la taula 16, els pacients
amb genotip DD presenten una progressié més rapida de la nefropatia que els individus II,
ja que la disminucié anual relativa de I'MDRD és més acusada pels individus DD:
exactament -1,9 unitats de percentatge més. El canvi mitja en la difereéncia relativa anual de
I'MDRD és entre -4,5 i 0,7 unitats de percentatge superior en els pacients DD en
comparacié amb els pacients II. En aquest cas, perd, aquest efecte no és estadisticament
significatiu.

Pendent anual de 'MDRD: Prenent com a exemple la mateixa taula, els pacients amb
genotip ID tenen un pendent anual de 'MDRD -0,9 mL /min/1,73 m? més acusat que els
individus amb genotip II; i aquest efecte és estadisticament significatiu.

El pendent i la diferéncia anual relativa de 'MDRD sén negatius perque al llarg dels anys
es produeix una perdua de velocitat de filtracié glomerular. Si 'efecte d’un polimorfisme
sobre un altre té signe negatiu, significa que tant el pendent com la diferéncia anual
relativa encara es tornen més negatius, és a dir, la nefropatia té una progressié encara més

rapida.

Polimorfisme p.M235T del gen AGT

Variables do ta regressid Diferénci:ngrllausl relativa Pendent MDRD

B (IC 95%) p B (IC 95%) P
AGT (MM vs TT) -2,0 (-4,7a0,7) 0,147 -0,8 (-1,6 a 0,1) 0,088
AGT (MTvs TT) -1,7 (-4,2a0,9) 0,195 -0,8 (-1,7 a-0,0) 0,046
MDRD basal 0,07 (0,05a0,125) | 0,034 -0,04 (-0,1a-0,02) | 2,6x10*
Hematocrit (%) 0,27 (0,08 a 0,46) 0,005 0,12 (0,06 a 0,18) 1,2x10™
Excreci6 de proteina AUC -32(-3,7a-26) | 6,910%® | -12(-1,4a-1,0) | 1,3x10%
Tensio arterial sistolica AUC | -0,09 (-0,2 a -0,04) 0,001 - }

Taula 17. Coeficients de regressio p, interval de confianca del 95% i significacio estadistica del genotip i
de les variables de control significatives dels models que mesuren l'efecte del polimorfisme p.M235T del
gen AGT sobre la progressié de la nefropatia mesurada mitjangant la diferencia anual relativa i el pendent
de 'MDRD.

Els pacients portadors de l'al-lel M respecte als que tenen genotip TT, presenten un
pendent anual de 'MDRD de -0,8 mL/min/1,73 m? (p=0,041), que representa 1,8
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unitats de percentatge menys de diferéncia anual relativa de I'MDRD (p=0,138).
Aquestes dades no estan mostrades.

Polimorfisme q.1166A>C del gen AGTR1

Diferéncia anual relativa

Pendent MDRD

Variables de la regressi6 MDRD

B (IC 95%) p B (IC 95%) p
AGTR1 (CC vs AA) -2,4 (-6,4 a 1,6) 0,244 -0,8 (-2,1a0,5) 0,241
AGTR1 (AC vs AA) 0,1(-1,8a2,1) 0,893 0,04 (-0,6 a 0,7) 0,901
Sexe - - 0,7 (0,03 a 1,4) 0,042
MDRD basal 0,07 (0,01 a 0,13) 0,034 -0,04 (-0,1a-0,02) | 2,5x10*
Hematocrit (%) 0,3(0,1a0,5) 0,004 0,12 (0,06 a0,19) | 1,1x10™*
Excreci6 de proteina AUC -32(-3,8a-2,7) | 35x10%®° | -12(1,4a-1,1) | 69x10™
Tensio arterial sistolica AUC -0,1 (-0,2 a -0,04) 0,001 - -

Taula 18. Coeficients de regressio p, interval de confianca del 95% i significacio estadistica del genotip i
de les variables de control significatives dels models que mesuren l'efecte del polimorfisme g.1166A>C
del gen AGTR1 sobre la progressié de la nefropatia mesurada mitjangant la diferencia anual relativa i el

pendent de 'MDRD.

Polimorfisme ¢.186+2053G>A del gen ACE2

homes

Diferéncia anual relativa

Pendent MDRD

Variables de la regressio MDRD
B (IC 95%) p B (IC 95%) p
A>G ACE2 (A vs G) -0,9 (-3,0a 1,1) 0,379 -1,0 (-1,8 a-0,1) 0,021
MDRD basal - - -0,04 (-0,1 a -0,02) 0,001
Hematocrit (%) 0,3(0,2a0,5) 0,004 0,14 (0,07 a 0,22) 0,0002
Excrecié de proteina AUC -33(40a-27) | 29x10™® | -1,1(-1,3a-0,8) | 1,6x10™
Tensié arterial sistdlica AUC | -0,06 (-0,1 a -0,00) 0,048 - -

Taula 19. Coeficients de regressio p, interval de confianca del 95% i significacio estadistica del genotip i
de les variables de control significatives dels models que mesuren [l'efecte del polimorfisme

c.186+2053G>A del gen ACE2 en homes sobre la progressié de la nefropatia mesurada mitjangant la
diferéncia anual relativa i el pendent de 'MDRD.
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dones
Variables de la regressié DiferénCiﬁng%uDal e Pendent MDRD

B (IC 95%) p B (IC 95%) P
A>G ACE2 (AA vs GG) -0,7 (-7,5 a 6,2) 0,851 -0,3(-2,1a1,5) 0,744
A>G ACE2 (AG vs GG) -0,9 (-5,3 a 3,5) 0,689 -0,05(-1,2a1,1) 0,926
MDRD basal 0,2 (0,02 a 0,29) 0,026 - -
Excrecié de proteina AUC -36(-46a-26) | 47x10" | -15(-1,8a-1,3) | 1,4x10™°
Tensio arterial sistolica AUC | -0,13 (-0,3 a -0,01) 0,038 - -

Taula 20. Coeficients de regressio p, interval de confianca del 95% i significacio estadistica del genotip i
de les variables de control significatives dels models que mesuren [l'efecte del polimorfisme
c.186+2053G>A del gen ACE2 en dones sobre la progressié de la nefropatia mesurada mitjangant la

diferéncia anual relativa i el pendent de 'MDRD.

Polimorfisme ¢.439+4C>T del gen ACE2

homes
Variables de la regressi6 Diferé"“:‘ﬂg%”;' et Pendent MDRD

B (IC 95%) p B (IC 95%) p
C>T ACE2(Cvs T) 0,5(-2,1a3,0) 0,712 -0,01 (-1,0a 1,0) 0,979
MDRD basal - - -0,04 (-0,1 a -0,02) 0,001
Hematocrit (%) 0,3(0,1a0,5) 0,001 0,14 (0,07 a 0,21) 0,0002
Excrecié de proteina AUC -32(-38a-25) | 30x10" | -10(1,3a-0,8) | 6,4x10™
Tensié arterial sistdlica AUC | -0,07 (-0,1 a -0,00) 0,038 - -

Taula 21. Coeficients de regressio p, interval de confianca del 95% i significacio estadistica del genotip i
de les variables de control significatives dels models que mesuren l'efecte del polimorfisme ¢.439+4C>T
del gen ACE2 en homes sobre la progressié de la nefropatia mesurada mitjangant la diferéncia anual

relativa i el pendent de 'MDRD.

dones
Variables de la regressié DiferénCiﬁng%uDal rete Pendent MDRD

B (IC 95%) p B (IC 95%) p
C>T ACE2 (CC vs TT) -3,5(-11,9a4,9) 0,409 -0,1 (-2,3a2,0) 0,910
C>T ACE2 (CTvs TT) -2,5(-11,0 a 6,0) 0,565 -0,5(-2,7a1,7) 0,639
MDRD basal 0,17 (0,03 a 0,30) 0,018 - -
Excrecié de proteina AUC -35(-45a-25) | 48x10"™ | -15(1,8a-13) | 7,7x10%
Tensio arterial sistolica AUC | -0,13 (-0,26 a -0,01) 0,034 - -

Taula 22. Coeficients de regressio p, interval de confianca del 95% i significacio estadistica del genotip i
de les variables de control significatives dels models que mesuren I'efecte del polimorfisme ¢.439+4C>T
del gen ACE2 en dones sobre la progressio de la nefropatia mesurada mitjiangant la diferencia anual
relativa i el pendent de 'MDRD.
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Polimorfisme ¢.1542-361C>G del gen ACE2

homes
Variables de la regressi6 DiferénCi:l"gréuDal et Pendent MDRD

B (IC 95%) p B (IC 95%) p
G>C ACE2 (G vs C) -1,2(-3,3a0,9) 0,270 -0,9 (-1,7a-0,1) 0,027
MDRD basal - - -0,04 (-0,1 a -0,01) 0,004
Hematocrit (%) 0,3(0,1a0,5) 0,001 0,13 (0,06 a 0,20) 0,001
Excrecié de proteina AUC -3,1(-3,8a-2,5) | 1,6x10"™ | -0,9(-1,2a-0,7) | 2,2x10™
Tensio arterial sistolica AUC | -0,07 (-0,13 a -0,01) 0,033 - -

Taula 23. Coeficients de regressio p, interval de confianca del 95% i significacio estadistica del genotip i
de les variables de control significatives dels models que mesuren I'efecte del polimorfisme c.1542-
361C>G del gen ACE2 en homes sobre la progressié de la nefropatia mesurada mitjangant la diferencia
anual relativa i el pendent de 'MDRD.

dones
Variables de la regressi6 DiferénCiﬁngréuDal et Pendent MDRD

B (IC 95%) p B (IC 95%) p
G>C ACE2 (GG vs CC) -1,1(-5,6 a 3,4) 0,633 -0,2(-1,4a0,9) 0,697
G>C ACE2 (GC vs CC) -2,1(-8,3a4,1) 0,497 -0,7 (-2,3a0,9) 0,370
MDRD basal 0,16 (0,02 a 0,29) 0,021 - -
Excrecié de proteina AUC -36(-46a-25) | 38x10" | -15(1,3a-0,8) | 60x10%
Tensio arterial sistolica AUC | -0,14 (-0,3 a -0,01) 0,031 - -

Taula 24. Coeficients de regressio p, interval de confianca del 95% i significacio estadistica del genotip i
de les variables de control significatives dels models que mesuren I'efecte del polimorfisme c.1542-
361C>G del gen ACE2 en dones sobre la progressié de la nefropatia mesurada mitjangant la diferencia
anual relativa i el pendent de 'MDRD.

Tal com mostren les taules 19 i 23, els polimorfismes c¢.186+2053G>A i c.1542-
361C>G del gen ACEZ2 tenen un efecte significatiu —que s’observa unicament en els
homes— sobre la progressio de la nefropatia estimada com a pendent de MDRD. Per
exemple, pel que fa al polimorfisme ¢.1542-361C>G del gen ACE2, els homes amb
al-lel G tenen de mitjana un pendent de 'MDRD -0,9 unitats per sota del dels homes
amb al-lel C (p=0,027).

El polimorfisme p.M235T de
significatius sobre el pendent de 'MDRD.

TAGT també presenta efectes estadisticament

4.2.2.3 Regressions combinant polimorfismes
Seguint els criteris de combinacié descrits a I'apartat 3.3, hem procedit a I'estudi de

I'efecte conjunt que tenen els polimorfismes sobre la progressié de la nefropatia.
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La nova variable n° d’al-lels de risc s’ha formulat per totes les possibles combinacions
entre els polimorfismes que presentessin una p inferior a 0,20 a les regressions
individuals.

Pel que fa al pendent de MDRD, podem combinar quatre polimorfismes. Els seus

possibles “al'lels de risc” son: D del polimorfisme I/D del gen ACE1, M del polimorfisme
p.M235T del gen AGT, A del polimorfisme ¢.186+2053G>A i G del polimorfisme
€.1542-361C>G del gen ACE2. En un sentit estricte les combinacions que incloguin els
polimorfismes de 'ACEZ2 s’haurien de fer unicament amb homes, perd per no disminuir

la n, les combinacions s’han provat també amb homes i dones junts.

La combinacié de dos polimorfismes que millor estima I'efecte sobre la progressié
de la nefropatia és la formada per l'al'lel M del polimorfisme p.M235T i A del
€.186+2053G>A de 'ACE2, on per cada al-lel de risc la disminucié anual de la velocitat
de filtracié glomerular és de -0,31 mL/min/1,73 m? més (p=0,025). Aixo significa que un
pacient amb els quatre allels de risc t¢ una disminucié anual de 'MDRD de -1,2
mL/min/1,73 m? (-0,31x4) més respecte un pacient que no tingui cap allel de risc
(taula 25). En els homes, aquesta combinacié encara és estadisticament més
significativa: per cada al-lel de risc de més, el pendent anual disminueix -0,4 (-0,8 a -
0,1) mL/min/1,73 m? (p=0,008).

La combinacié de tres polimorfismes que millor estima 'efecte sobre la progressié
de la nefropatia és la formada per ACE1, AGT i ¢c.186+2053G>A de 'ACE2, on per
cada al'lel de risc, el pendent de la pérdua de velocitat de filtracié glomerular és -0,26
mL/min/1,73 m? més acusat (p=0,023). Aixo significa que un pacient amb els sis al-lels
de risc t& una disminucié anual de 'MDRD de -1,6 mL/min/1,73 m? (-0,26x6) més
respecte un pacient que no tingui cap al-lel de risc (taula 26). Si excloem les dones de
'analisi, la combinacié de tres polimorfismes que millor estima la progressié de la
nefropatia en els homes coincideix amb la de tota la poblacio: és la formada per ACE1,
AGT i ¢c.186+2053G>A de I'ACE2, on per cada allel de risc, el pendent anual
disminueix -0,36 mL/min/1,73 m? (p=0,010). Aixd significa que un home amb els sis
al'lels de risc té una disminucié anual de 'MDRD de -2,2 mL/min/1,73 m? (-0,36x6)
més respecte un altre home que no tingui cap al-lel de risc (taula 27).

Finalment, la combinacié de quatre polimorfismes —-D (ACE7), M (AGT), A
(c.186+2053G>A) i G (c.1542-361C>G)- no aporta cap millora al model de tres
polimorfismes. L’efecte maxim que explica la regressié és de -1,5 mL/min/1,73 m?
(dades no mostrades, p=0,012) i és inferior a I'efecte descrit en combinacions

anteriors.
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- Combinacié de 2 polimorfismes: M (p.M235T) + A (c.186+2053G>A)

Variables de la regressio pendent de MDRD
B (IC 95%) P
n° d’al-lels de risc (M+A) -0,31 (-0,57 a -0,04) 0,025
Sexe 0,7 (0,0a1,4) 0,044
MDRD basal -0,04 (-0,06 a -0,02) 2,4x10™
Hematocrit (%) 0,14 (0,07 a 0,20) 3,8x10°
Excrecio de proteina -1,3(-1,5a-1,1) 1,5x10°%

Taula 25. Coeficients de regressié f, intervals de confianga del 95% i significacio estadistica del n°
d’al-lels de risc -M (p.M235T) i A (c.186+2053G>A)- i de les variables de control significatives que
mesuren l'efecte del n° d’al-lels de risc sobre la progressié de la nefropatia mesurada mitjangant el
pendent anual de 'MDRD.

- Combinacié de 3 polimorfismes: D (I/D) + M (p.M235T) + A (c.186+2053G>A)

Variables de la regressio pendent de MDRD
B (IC 95%) P
n° d’al-lels de risc(D+M+A) -0,26 (-0,48 a -0,04) 0,023
MDRD basal -0,04 (-0,06 a -0,02) 2,56x10™
Hematocrit (%) 0,14 (0,07 a 0,20) 2,9x10°
Excrecié de proteina -1,3(-1,5a-1,1) 1,3x10%

Taula 26. Coeficients de regressié f, intervals de confianga del 95% i significacio estadistica del n°
d’al-lels de risc —D (ACE1), M (AGT) i A (c.186+2053G>A)- i de les variables de control significatives que
mesuren l'efecte del n° d’al-lels de risc sobre la progressié de la nefropatia mesurada mitjangant el
pendent anual de 'MDRD.

només homes

Variables de la regressio pendent de MDRD
B (IC 95%) P
n° d’al-lels de risc(D+M+A) -0,36 (-0,62 a -0,09) 0,010
MDRD basal -0,04 (-0,06 a -0,01) 0,001
Hematocrit (%) 0,14 (0,09 a 0,21) 0,001
Excreci6 de proteina -1,1(-1,3a-0,8) 2,1x10™"®

Taula 27. Coeficients de regressié f, intervals de confianga del 95% i significacio estadistica del n°
d’al-lels de risc —D (ACE1), M (AGT) i A (c.186+2053G>A)- i de les variables de control significatives que
mesuren l'efecte del n° d’al-lels de risc sobre la progressié de la nefropatia mesurada mitjangant el
pendent de 'MDRD. S’han inclos els pacients homes (n=204).

Pel que fa a la diferéncia relativa anual de 'MDRD només podem combinar dos dels

polimorfismes anteriors: D del polimorfisme I/D i M del polimorfisme p.M235T. La seva
combinacié no té efectes estadisticament significatius sobre la progressid de la

nefropatia (dades no mostrades, p=0,087).
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4.2.2.4 Seleccié segons I’MDRD inicial

A continuacié hem analitzat si TMDRD amb el que arriba el pacient a la consulta és
determinant en la posterior progressio, i si aquesta informacio esta relacionada amb la
genética. Per a aix0, tot i que els models anteriors ja estaven controlats per 'MDRD
basal, hem classificat els pacients en dos grups per tal de fer evident aquest matis: els
que presentaven un MDRD = 60 mL/min/m?a la primera visita a I'especialista i els que
ja no tenien la velocitat de filtracié glomerular conservada. Per simplicitat, les dades
relatives a aquest darrer grup (n= 197) no es presenten en aquest treball. En cap cas
s’ha obtingut un efecte estadisticament significatiu.

Pel que fa a les dades relatives al grup amb MDRD basal = 60 mL/min/m? (n=123)
s’aprecia un efecte genétic més clar sobre la progressié de la nefropatia que no pas
amb el grup sencer.

Quant als polimorfismes de 'ACE2, només hi ha 37 dones amb MDRD basal = 60
mL/min/1,73 m?. Aquest nombre és insuficient per dur a terme regressions lineals
multiples perqué podria estar produint distorsions en els coeficients de regressio:
nomeés hi ha 5 dones amb genotip AA pel polimorfisme ¢.186+2053G>A, 2 dones amb
genotip TT pel polimorfisme ¢.439+4C>T i 7 dones amb genotip GG pel polimorfisme
€.1542-361C>G. Per aixd s’han agrupat les portadores dels allels A, T i G
respectivament.

A continuacio es presenten les regressions lineals multiples per aquells polimorfismes
que tenen una significacié estadistica <0,20, que son tots excepte els polimorfismes
g.1166A>C del gen AGTR1ic.439+4C>T de 'ACE?2 (taules 28-33).

Polimorfisme I/D del gen ACE1

Diferéncia anual relativa pendent MDRD
Variables de la regressio MDRD
B (IC 95%) p B (IC 95%) p
ACE1 (DD vs ll) -2,9 (-5,8 a 0,05) 0,058 -0,8 (-2,2a0,5) 0,222
ACE1 (ID vs Il) -3,7 (-6,6 a-0,8) 0,013 -1,2(-2,5a0,1) 0,081
Sexe - - 1,1(0,0a2,3) 0,05
MDRD basal - - -0,05 (-0,09 a -0,01) 0,03
Hematocrit (%) 0,32 (0,07 a 0,57) 0,013 0,15 (0,04 a 0,27) 0,009
Excreci6 de proteina AUC 44 (-53a-36) | 50x10™” | -18(-22a-14) | 7.7x10™°
Hemoglobina A1c basal - - -0,4 (-0,7 a-0,1) 0,012

Taula 28. Coeficients de regressio p, interval de confianca del 95% i significacio estadistica del genotip i
de les variables de control significatives dels models que mesuren Il'efecte del polimorfisme I/D del gen
ACE1 sobre la progressio de la nefropatia mesurada mitjangant la diferéencia anual relativa i el pendent de
I"'MDRD només en els pacients amb MDRD basal = 60 mL/min/1,73 m? (n=123).
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Si fem agrupacié de genotips, els pacients portadors de l'al-lel D presenten una
diferencia anual relativa de filtracié glomerular de -3,3 (-0,3 a -6,0) unitats de

percentatge (p=0,017) respecte als que tenen genotip Il

Polimorfisme p.M235T del gen AGT

Variables de la regressi6 DiferénCiﬁng%uDal et Pendent MDRD
B (IC 95%) p B (IC 95%) p
AGT (MM vs TT) -3,0 (-6,0 a-0,1) 0,041 -1,5(-2,9a-0,2) 0,023
AGT (MTvs TT) -4,1(-6,8 a-1,4) 0,004 -1,8 (-3,0 a-0,5) 0,005
MDRD basal - - -0,05 (-0,1 a -0,01) 0,017
Hematocrit (%) 0,32 (0,07 a 0,57) 0,012 0,15 (0,04 a 0,27) 0,008
Excrecié de proteina AUC -44(-52a-35) | 1,7x10" | -18(21a-1,4) | 83x107°
Hemoglobina A1c basal - - -0,3 (-0,6 a -0,05) 0,020

Taula 29. Coeficients de regressio B, interval de confianca del 95% i significacio estadistica del genotip i
de les variables de control significatives dels models que mesuren l'efecte del polimorfisme p.M235T del
gen AGT sobre la progressié de la nefropatia mesurada mitjangant la diferencia anual relativa i el pendent
de 'MDRD només en els pacients amb MDRD basal = 60 mL/min/1,73 m? (n=123).

Els pacients portadors de l'al-lel M respecte als que tenen genotip TT, presenten un
decrement anual de 'MDRD de -1,7 mL/min/1,73 m? (p=0,005), que representa 3,7

unitats de percentatge menys de diferéncia anual relativa de 'TMDRD (p=0,005).

Polimorfisme ¢.186+2053G>A del gen ACE2

homes
Diferéncia anual relativa Pendent MDRD
Variables de la regressio MDRD
B (IC 95%) p B (IC 95%) p

A>G ACE2 (A vs G) -3,4 (-6,2 a -0,6) 0,017 -2,3(-3,5a-1,0) 0,001
Hematocrit (%) - - 0,13 (0,00 a 0,26) 0,049
Excrecio6 de proteina AUC 37(47a-27) | 1,3x10" | -16(2,1a-1,2) | 45x107°
Tensio arterial sistolica AUC - - -0,4 (-0,8 a -0,04) 0,03

Taula 30. Coeficients de regressio B, interval de confianca del 95% i significacio estadistica del genotip i
de les variables de control significatives dels models que mesuren l'efecte del polimorfisme
c.186+2053G>A del gen ACE2 en homes sobre la progressié de la nefropatia mesurada mitjangant la
diferéncia anual relativa i el pendent de IMDRD només en homes amb MDRD basal = 60 mL/min/1,73 m?

(n=86).
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dones
Diferéncia anual relativa Pendent MDRD
Variables de la regressio MDRD
B (IC 95%) p B (IC 95%) p
A>G ACE2 (A vs GG) -0,8 (-4,9 a 3,3) 0,687 -0,1(-1,2a1,0) 0,846
MDRD basal 0,2 (0,02 a -0,3) 0,023 - -
Excrecié de proteina AUC -36(-46a-26) | 37x10" | -15(1,8a-1,3) | 83x10%

Taula 31. Coeficients de regressio p, interval de confianca del 95% i significacio estadistica del genotip i
de les variables de control significatives dels models que mesuren [l'efecte del polimorfisme
c.186+2053G>A del gen ACE2 en dones sobre la progressié de la nefropatia mesurada mitjangant /a
diferéncia anual relativa i el pendent de 'MDRD només en dones amb MDRD basal = 60 mL/min/1,73 m?

(n=37).

Polimorfisme ¢.1542-361C>G del gen ACE2

homes
Diferéncia anual relativa Pendent MDRD
Variables de la regressio MDRD
B (IC 95%) p B (IC 95%) p
G>C ACE2 (G vs C) -2,6 (-5,4a0,2) 0,064 -1,5(-2,8 a-0,2) 0,020
Excrecié de proteina AUC -3,7 (-4,8 a-2,6) 3,3x10° -1,4 (-1,9a-0,9) 2,4x107

Taula 32. Coeficients de regressio p, interval de confianca del 95% i significacio estadistica del genotip i
de les variables de control significatives dels models que mesuren I'efecte del polimorfisme c.1542-
361C>G del gen ACE2 en homes sobre la progressié de la nefropatia mesurada mitjiancant Ia diferencia
anual relativa i el pendent de IMDRD només en homes amb MDRD basal = 60 mL/min/1,73 m? (n=86).

dones
Diferéncia anual relativa Pendent MDRD
Variables de la regressio MDRD

B (IC 95%) p B (IC 95%) p
G>C ACE2 (GG vs C) -1,6 (-7,4 a 4,2) 0,582 -0,6 (-2,1a0,9) 0,415
MDRD basal 0,2 (0,02 a0,3) 0,022 - -
Excrecié de proteina AUC -36(-46a-26) | 3,1x10™ | -15(1,8a-1,3) | 39x10%
Tensio arterial sistolica AUC -0,1 (-0,3 a-0,01) 0,034 - -

Taula 33. Coeficients de regressio p, interval de confianca del 95% i significacio estadistica del genotip i
de les variables de control significatives dels models que mesuren I'efecte del polimorfisme c.1542-
361C>G del gen ACE2 en dones sobre la progressié de la nefropatia mesurada mitjangant Ia diferencia
anual relativa i el pendent de TMDRD només en dones amb MDRD basal = 60 mL/min/1,73 m? (n=37).

A continuacio, i seguint 'esquema presentat en els apartats anteriors, classifiquem els
al-lels en “al-lels de risc” de progressio rapida de la nefropatia, segons el criteri de
p<0,2 ja explicat anteriorment.

Els al-lels de risc son: D del polimorfisme I/D del gen ACE1, M del polimorfisme
p.M235T del gen AGT, A del polimorfisme c.186+2053G>A i G del polimorfisme
€.1542-361C>G del gen ACE2 per a tots dos criteris d’avaluacié de la progressio de la
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malaltia. Els dos polimorfismes situats al cromosoma X han resultat significatius

unicament pels homes.

Es procedeix a la combinacié d’aquests 4 polimorfismes:

La combinacié de dos polimorfismes que millor estima I'efecte sobre la progressié
de la nefropatia és la formada per ACE71 i AGT en la diferéncia relativa anual de
'MDRD, i AGT i c.186+2053G>A pel pendent de 'MDRD (taula 34).

Per cada al‘lel de risc D de ’ACE71 i M de 'AGT de més, la diferéncia relativa anual de
I'MDRD disminueix -1,3 unitats de percentatge (p=0,017). Aix0 significa que un pacient
amb els quatre al-lels de risc té una disminucio relativa anual de 'MDRD 5,2 unitats de
percentatge per sota de la d’'un pacient que no tingui cap al-lel de risc.

Pel que fa al pendent de 'MDRD, per cada allel de risc M de 'AGT i A del
c.186+2053G>A, la disminucié anual de la filtracié glomerular és 0,65 mL/min/1,73 m?
meés acusada (p=0,001). Aixd suposa que un pacient amb els quatre al-lels de risc
respecte un altre que no en tingui cap, té una disminucié anual addicional de 'MDRD
de -2,6 mL/min/1,73 m*.

La combinacié de tres polimorfismes que millor estima 'efecte sobre la progressié
de la nefropatia és la formada per ACE1, AGT i c.186+2053G>A de 'ACEZ2 (taula 35).
Per cada al‘lel de risc D de 'ACE1, M de 'AGT i A del c.186+2053G>A de més, la
diferencia relativa anual de 'MDRD disminueix -1,1 unitats de percentatge (p=0,005).
Aix0 significa que un pacient amb els sis al-lels de risc té una diferéncia relativa de
I'MDRD 6,6 unitats de percentatge per sota de la d’'un pacient que no tingui cap al-lel
de risc.

Pel que fa al pendent, per cada al-lel de risc la velocitat de filtracié glomerular anual
disminueix -0,6 mL/min/1,73 m? més (p=5,2x10). Aixd significa que un pacient amb
els sis allels de risc té una disminucié anual de 'MDRD de 3,6 mL/min/1,73 m? més

respecte un pacient que no tingui cap al-lel de risc.

Com passava a l'apartat 4.1.3.3, si només es seleccionen els homes, s’obtenen
efectes estadisticament més significatius per a les combinacions que inclouen
polimorfismes de 'ACEZ2. La millor combinacié de tres polimorfismes en els homes és
la mateixa que per tota la poblacio (taula 36). Pel que fa a la diferéncia anual relativa
de 'MDRD, per cada al-lel de risc D de TACE1, M de 'AGT i A del c.186+2053G>A de
meés, disminueix -1,6 unitats de percentatge (p=0,002). Aix0 significa que un home
amb els sis al-lels de risc té una diferéncia relativa anual de 'MDRD 9,6 unitats de

percentatge per sota de la d’'un home que no tingui cap al-lel de risc. Quan s’avalua la
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progressié de la nefropatia mitjangant el pendent de 'MDRD només en homes s’obté
que per cada al-lel de risc, la disminucié anual de la velocitat de filtracié glomerular és

de -0,86 mL/min/1,73 m? més (p=2,8x10").

Finalment, la combinacié de quatre polimorfismes —-D (ACE1), M (AGT), A
(c.186+2053G>A) i G (c.1542-361C>G)— no millora el model de tres polimorfismes.
L’efecte maxim que explica la regressio és de -2,8 mL/min/1,73 m? (dades no
mostrades, p=0,003), que en unitats de percentatge equivaldria a -4,8 (p=0,020).

Aquests efectes son inferiors als mostrats en combinacions anteriors.

- Combinacié de 2 polimorfismes:
Diferéncia anual relativa de MDRD: D (I/D) + M (p.M235T)
Pendent de MDRD: M (p.M235T) + A (c.186+2053G>A)

Diferéncia anual relativa Pendent MDRD
Variables de la regressi6 MDRD
B (IC 95%) p B (IC 95%) P

N d’al-lels de risc P ,3(('?2"?4“2):_0,2) 0,017 _0’65((“_"1 To':]):_o’%) 0,001
Sexe - - 0,8 (0,1a1,5) 0,025
MDRD basal - - -0,05 (-0,09 a-0,01) | 0,020
Hematocrit (%) 0,3 (0,06 a 0,6) 0,015 0,14 (0,02 a 0,25) 0,018
Excreci6 de proteina AUC -4,4(-52a-35) | 25x10" | -1,8(-2,2a-1,4) |25x10™"
Hemoglobina A1c basal - - -0,4(-0,6a-0,1) 0,014

Taula 34. Coeficients de regressié f, intervals de confianga del 95% i significacio estadistica del n°
d’al-lels de risc —D (I/D) i M (p.M235T)— i —M (p.M235T) i A (c.186+2053G>A)- de les variables de control
significatives que mesuren I'efecte del n® d’al-lels de risc sobre la progressié de la nefropatia mesurada
mitjangant la diferéncia anual relativa i el pendent anual de 'MDRD, respectivament. Només s’han inclos
els pacients amb 'MDRD basal = 60 mL/min/1,73 m? (n=123).

- Combinacié de 3 polimorfismes: D (I/D) + M (p.M235T) + A (c.186+2053G>A)

Diferéncia anual relativa Pendent MDRD
Variables de la regressio MDRD
B (IC 95%) p B (IC 95%) P
N° d’allels de risc (D+M+A) | -1,1(-1,9a-0,3) | 0,005 -0,64 (-1,0 2-0,29) | 5,2x10™
MDRD basal - - -0,05 (-0,09 a-0,01) | 0,027
Hematocrit (%) 0,3 (0,07 a 0,6) 0,011 0,15 (0,04 a 0,26) 0,010
Excrecié de proteina AUC -43(-52a-35) | 1.8x10" | -1,8(-2,1a-1,4) |[3.2x10™"
Hemoglobina A1c basal - - -0,4(-0,7a-0,1) 0,009

Taula 35. Coeficients de regressié f, intervals de confianga del 95% i significacio estadistica del n°
d’al-lels de risc —D (I/D), M (p.M235T) i A (c.186+2053G>A)- de les variables de control significatives que
mesuren l'efecte del n° d’al-lels de risc sobre la progressié de la nefropatia mesurada mitjancant la
diferéncia anual relativa i el pendent anual de 'MDRD. Només s’han inclos els pacients amb 'MDRD
basal = 60 mL/min/1,73 m® (n=123).
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només homes:

Diferéncia anual relativa

Pendent MDRD

Variables de la regressio MDRD
B (IC 95%) p B (IC 95%) p
N° d’al-lels de risc (D+M+G) | -1,6 (-2,5a-0,6) 0,002 -0,86 (-1,3a-0,41) | 2,8x10™
Hematocrit (%) 0,3 (0,01 a0,5) 0,043 0,15 (0,03 a 0,28) 0,019
Excrecié de proteina AUC -36(-45a-2,6) | 20x10"™ | -16(-2,0a-1,1) | 1,4x10°
Hemoglobina A1c basal - - -0,4(-0,8a2-0,02) | 0,038

Taula 36. Coeficients de regressié f, intervals de confianga del 95% i significacio estadistica del n°
d’al-lels de risc —D (I/D), M (p.M235T) i A (c.186+2053G>A)- de les variables de control significatives que
mesuren l'efecte del n° d’al-lels de risc sobre la progressié de la nefropatia mesurada mitjancant la
diferéncia anual relativa i el pendent anual de 'MDRD. Només s’han inclos els homes amb I'MDRD basal

> 60 mL/min/1,73 m? (n=86).
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4.2.3 Analisi de la supervivéncia: regressions de Cox

4.2.3.1 Models univariants

Seguint el mateix esquema exposat a la regressio lineal multiple, en primer lloc es
realitzen models de regressié de Cox univariants per tal de decidir quines variables de
control s’introdueixen als models definitius. S’han escollit aquelles variables per les
quals l'interval de confianga de la taxa de risc del model univariant (e”) no inclou I'1, és
a dir, que sigui estadisticament significatiu. Aquest procés s’ha realitzat per les 3
variables en consideracié: el risc de canviar d’estadi d’insuficiencia renal cronica, el
risc de doblar la concentracié de creatinini al plasma i el risc de disminuir a la meitat
I'MDRD (taula 37).

Tal com ja s’ha plantejat a 'apartat anterior (4.2.2.1), les variables edat, sexe, MDRD
basal i concentracié de creatinini basal s’introduiran al model de regressié definitiu

independentment dels resultats del model univariant.

e (IC 95%)

e® (IC 95%) e (IC 95%)

Magnitud . . e disminuir a la
canviar d’estadi doblar creatinini meitat MDRD
IMC 1,0 (0,98 - 1,1) 1,0 (0,95 - 1,05) 1,0 (0,95 - 1,04)

Srm—AlbUmina

0,91 (0,86 — 0,95)*

0,91 (0,88 — 0,94)*

0,91 (0,88 — 0,94)*

Hematocrit (%)

0,91 (0,88 — 0,95)*

0,91 (0,88 — 0,94)*

0,92 (0,89 — 0,95)*

Srm—Triglicérid

1,1 (0,95 - 1,3)

0,97 (0,85 — 1,11)

1,0 (0,87 — 1,11)

Tabaquisme

1,0 (0,59 — 1,70)

1,06 (0,70 — 1,61)

0,93 (0,61 — 1,41)

Tractament

0,63 (0,34 — 1,15)

0,93 (0,54 — 1,60)

0,92 (0,54 — 1,56)

Taula 37. Coeficients de regressié de Cox (€”) i intervals de confianga del 95% (IC 95%) de
les possibles variables de control que es mesuren a la primera visita en els models de
regressioé univariants per cada una de les 3 variables dependents.
*Variables que compleixen els criteris d’inclusié al model definitiu.

Pel que fa a les variables de control amb seguiment anual, s’ha plantejat introduir-les
al model amb un dels seglents formats: mesura basal, mitjana de totes les mesures
recollides o bé integral de la corba que conformen tots els punts —~AUC—-. D’aquests
tres, s’ha escollit aquell criteri que estima la taxa de risc amb més significacio

estadistica (taula 38).
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P P P
Magnitud canviar doblar disminuir a la
d’estadi creatinini meitat MDRD

Srm—Colesterol basal 0,276 0,621 0,286
Srm—Colesterol mitjana 0,014 0,048 0,069
Srm—Colesterol AUC 0,007 * 0,043 * 0,048 *
Pac(Uri)—Excrecié de proteina basal 1,7x107 8,7x10™? 5,7x10™"
Pac(Uri)—Excrecié de proteina mitjana 1,2x10'17 4,2x10'32 1,9x10'29
Pac(Uri)—Excrecié de proteina AUC 1,2x107"8 * 1,0x107%* 6,5x10°"*
Hb(San)—Hemoglobina A1c basal 0,015~ 0,053 0,063
Hb(San)—Hemoglobina A1c mitjana 0,036 0,980 0,614
Hb(San)—Hemoglobina A1c AUC 0,058 0,724 0,963
Tensi6 arterial sistolica basal 0,027 4,7x10° 1,1x107°
Tensi6 arterial sistolica mitjana 1,2x107 1,9x10°* 1,0x107
Tensi6 arterial sistolica AUC 6,0x10°* 1,2x10” 5,2x107°*
Tensio arterial diastolica basal 0,311 0,201 0,567
Tensio arterial diastolica mitjana 0,618 0,990 0,935
Tensio arterial diastolica AUC 0,748 0,783 0,855

Taula 38. Significacié estadistica (p) de les variables de control amb seguiment anual en els models de
regressio de Cox univariants per cada una de les 3 variables dependents.
*Variables que compleixen els criteris d’inclusié al model definitiu.

Pel que fa al criteri “risc de canviar d’estadi d’insuficiéncia renal cronica”’, les
variables de control que s’inclouran al model de regressio definitiu seran: edat; sexe;
MDRD basal; Srm—Albumina; c.massa; San—Eritrocits; fr.vol.(hematocrit); area sota
la corba de Srm—Colesterol; c.subst., Pac(Uri)—Excreci6 de proteina; cabal
massa(24h) i tensio arterial sistolica i la mesura basal de Hb(San)—Hemoglobina A1c;
fr.subst.

Respecte al criteri “risc de doblar la concentracié de creatinini del plasma”, les
variables de control seran: edat; sexe; Srm—~Creatinini; c.massa basal;
Srm—Albumina; c.massa; San—Eritrocits; fr.vol.(hematocrit); area sota la corba de
Srm—Colesterol; c.subst. i de Pac(Uri)—Excrecié de proteina; cabal massa(24h) i
mitjana de la tensio arterial sistolica.

| finalment, pel que fa al criteri “risc de disminuir a la meitat ’MDRD”, les variables
de control seran: edat; sexe; MDRD basal; Srm—Albumina; c.massa; San—Eritrocits;
fr.vol.(hematocrit); area sota la corba de Srm—Colesterol; c.subst., Pac(Uri)—Excrecio

de proteina; cabal massa(24h) i tensio arterial sistolica.
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4.2.3.2 Regressions independents per cada polimorfisme

A continuacié es poden consultar els resultats de les regressions individuals per a
cada polimorfisme estudiat (taules 39-47). Les regressions s’han realitzat amb totes les
variables de control escollides a I'apartat anterior, encara que a les taules només s’han
transcrit les que tenen una taxa de risc estadisticament significativa. L’estudi de la
supervivéncia prenent com a variable dependent el temps que transcorre fins a doblar

la concentracié de creatinini en el plasma es pot consultar a 'annex C.

Polimorfisme I/D del gen ACE1

Variables de la regressi6 canvi d'estad 72 MDRD
ef (IC 95%) p ef (IC 95%) p
ACE1 (DD vs ll) 1,9 (0,9 a4,3) 0,104 2,1(1,1a3,9) 0,025
ACE1 (ID vs 1l) 1,6 (0,8 a3,4) 0,223 2,2(1,2a4,0) 0,014
Sexe 0,5(0,3a0,8) 0,009 0,5(0,3a0,8) 0,002
MDRD basal - - 0,98 (0,97 a 0,99) 0,002
Hematocrit (%) 0,91 (0,87 a 0,95) 0,0001 0,95 (0,91 a 0,99) 0,009
Srm—Albumina - - 0,95 (0,91 a 0,99) 0,028
Excrecioé de proteina AUC 1,4 (1,2a1,5) 1,4x10™"" 1,3(1,2a1,4) 4,6x107®
Tensio arterial sistdlica AUC 1,02 (1,01 a 1,04) 0,005 1,03 (1,02 a 1,04) 7,7x107

Taula 39. Coeficients de regressio de Cox e’, interval de confianga del 95% i significacio estadistica del
genotip i de les variables de control significatives dels models que mesuren I'efecte del polimorfisme I/D
del gen ACE1 sobre el risc que un pacient canvii d’estadi d’insuficiéncia renal (canvi d’estadi) i el risc que

un pacient disminueixi a la meitat 'MDRD ( % MDRD).

Polimorfisme p.M235T del gen AGT

Variables de la regressi6 canvi d'estad 72 MDRD
ef (IC 95%) p ef (IC 95%) p
AGT (MM vs TT) 1,3(0,6 a2,8) 0,438 1,6 (0,8 a 3,0) 0,154
AGT (MT vs TT) 1,4 (0,7 a 2,9) 0,391 1,4 (0,8 a 2,6) 0,269
Sexe - - 0,51 (0,33 a2 0,79) 0,003
MDRD basal - - 0,98 (0,97 a 0,99) 0,004
Hematocrit (%) 0,93 (0,89 a 0,98) 0,003 0,95 (0,91 a 0,99) 0,006
Excrecioé de proteina AUC 1,3(1,2a1,4) 1,4x10°"° 1,3(1,2a1,4) 4,2x107°
Tensio arterial sistolica AUC 1,02 (1,00 a 1,04) 0,017 1,03 (1,02 a 1,04) 2,2x10°

Taula 40. Coeficients de regressio de Cox e’, interval de confianga del 95% i significacio estadistica del
genotip i de les variables de control significatives dels models que mesuren l'efecte del polimorfisme
p.M235T del gen AGT sobre el risc que un pacient canvii d’estadi d’insuficiencia renal (canvi d’estadi) i el
risc que un pacient disminueixi a la meitat 'MDRD ( %2 MDRD).
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Polimorfisme q.1166A>C del gen AGTR1

Variables de la regressi6 canvi d’estadi 72 MDRD
ef (IC 95%) p ef (IC 95%) p
AGTR1 (CC vs AA) 0,8 (0,2 a 3,6) 0,810 1,1 (0,5a2,5) 0,875
AGTR1 (AC vs AA) 1,1(0,3a4,7) 0,897 1,4 (0,6 a 3,3) 0,394
Sexe 0,44 (0,25 a 0,78) 0,005 0,48 (0,31 a 0,75) 0,001
MDRD basal - - 0,98 (0,96 a 0,99) 0,001
Hematocrit (%) 0,91 (0,87 a 0,96) 0,0002 0,95 (0,91 a 0,99) 0,007
Excrecioé de proteina AUC 1,3(1,2a1,5) 3,6x107° 1,3(1,2a1,4) 2,2x10™
Tensio arterial sistdlica AUC 1,02 (1,00 a 1,04) 0,020 1,03 (1,02 a 1,04) 1,4x107°

Taula 41. Coeficients de regressio de Cox e’, interval de confianga del 95% i significacio estadistica del
genotip i de les variables de control significatives dels models que mesuren l'efecte del polimorfisme
g.1166A>C del gen AGTR1 sobre el risc que un pacient canvii d’estadi d’insuficiéncia renal (canvi
d’estadi) i el risc que un pacient disminueixi a la meitat 'MDRD (¥2 MDRD).

Polimorfisme ¢.186+2053G>A del gen ACE2

homes

. ., canvi d’estadi = MDRD
Variables de la regressio6
ef (IC 95%) p ef (IC 95%) p
A>G ACE2 (A vs G) 1,7 (0,8 a 3,5) 0,158 1,6 (0,9 a 2,8) 0,084
MDRD basal 1,03 (1,01 a 1,06) 0,008 - -
Hematocrit (%) 0,88 (0,83 a 0,94) 0,0001 0,92 (0,88 a 0,97) 0,001
Excrecié de proteina AUC 2,3(1,7a2)9) 1,7x10° 1,54 (1,33 a1,79) 1,2x10°®

Taula 42. Coeficients de regressio de Cox e’, interval de confianga del 95% i significacio estadistica del
genotip i de les variables de control significatives dels models que mesuren l'efecte del polimorfisme
c.186+2053G>A del gen ACE2 en els homes sobre el risc que un pacient canvii d’estadi d’insuficiencia
renal (canvi d’estadi) i el risc que un pacient disminueixi a la meitat 'MDRD (¥ MDRD).

dones

Variables de la regressio canvi d'estadi 72 MDRD

ef (IC 95%) p ef (IC 95%) p
A>G ACE2 (AA vs GG) 1,8(0,4a7,9) 0,421 1,1(0,3a3,8) 0,831
A>G ACE2 (AG vs GG) 0,7(0,3a1,9) 0,712 1,1(0,5a24) 0,781
MDRD basal 0,97 (0,95 a 1,00) 0,026 0,97 (0,95 a 1,00) 0,026
Hematocrit (%) 0,84 (0,74 a 0,95) 0,007 - -
Excrecié de proteina AUC 1,29 (1,10 a 1,50) 0,002 1,33 (1,20 a 1,47) 7,5x10°8
Tensié arterial sistdlica AUC - - 1,03 (1,01 a 1,05) 0,004

Taula 43. Coeficients de regressio de Cox e’, interval de confianga del 95% i significacio estadistica del
genotip i de les variables de control significatives dels models que mesuren l'efecte del polimorfisme
c.186+2053G>A del gen ACE2 en les dones sobre el risc que un pacient canvii d’estadi d’insuficiencia
renal (canvi d’estadi) i el risc que un pacient disminueixi a la meitat 'MDRD (2 MDRD).
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Polimorfisme ¢.439+4C>T del gen ACE2

homes
Variables de la regressio canvi d'estadi 72 MDRD

ef (IC 95%) p ef (IC 95%) p
C>T ACE2(CvsT) 0,9 (0,4a2,0) 0,713 1,3(0,7a2,4) 0,443
Edat primera visita 1,05 (1,01 a 1,09) 0,018 - -
MDRD basal 1,03 (1,00 a 1,05) 0,032
Hematocrit (%) 0,90 (0,85 a 0,96) 0,001 0,93 (0,89 a 0,98) 0,004
Excrecié de proteina AUC 2,1 (1,6 a2,6) 2,3x107 1,5(1,3a1,7) 2,7x10°®

Taula 44. Coeficients de regressio de Cox e’, interval de confianga del 95% i significacio estadistica del
genotip i de les variables de control significatives dels models que mesuren l'efecte del polimorfisme
€.439+4C>T del gen ACE2 en els homes sobre el risc que un pacient canvii d’estadi d’insuficiéncia renal
(canvi d’estadi) i el risc que un pacient disminueixi a la meitat 'MDRD (% MDRD).

dones
Variables de la regressio 6 canvi d'estadi 72 MDRD
ef (IC 95%) p ef (IC 95%) p

C>T ACE2(CC vs TT) 0,9(0,1a7,6) 0,931 2,6 (0,5a12,3) 0,240
C>T ACE2 (CT vs TT) 0,8(0,1a86,9) 0,801 2,0(0,4a9,6) 0,383
MDRD basal - - 0,97 (0,95 a 0,99) 0,015
Excrecié de proteina AUC 0,84 (0,74 a 0,96) 0,011 1,31 (1,19 2 1,469 | 838x10°
Tensio arterial sistolica AUC 1,29 (1,11 a 1,50) 0,001 1,04 (1,01 a 1,06) 0,003

Taula 45. Coeficients de regressio de Cox e’, interval de confianga del 95% i significacio estadistica del
genotip i de les variables de control significatives dels models que mesuren l'efecte del polimorfisme
€.439+4C>T del gen ACE2 en les dones sobre el risc que un pacient canvii d’estadi d’insuficiéncia renal

(canvi d’estadi) i el risc que un pacient disminueixi a la meitat 'MDRD (% MDRD).

Polimorfisme ¢.1542-361C>G del gen ACE2

homes
Variables de la regressio canvi d'estadi 72 MDRD

ef (IC 95%) p ef (IC 95%) p
G>C ACE2 (G vs C) 1,2 (0,6 a 2,6) 0,589 1,5 (0,9 a 2,6) 0,150
Edat primera visita 1,05 (1,01 a 1,09) 0,020
MDRD basal 1,03 (1,00 a 1,06) 0,024 - -
Hematocrit (%) 0,90 (0,85 a 0,96) 0,001 0,93 (0,89 a 0,97) 0,002
Excrecié de proteina AUC 2,06 (1,63 a2,61) 2,2x10° 1,49 (1,30 a2 1,72) 1,5x108

Taula 46. Coeficients de regressio de Cox e’, interval de confianga del 95% i significacio estadistica del
genotip i de les variables de control significatives dels models que mesuren l'efecte del polimorfisme
c.15642-361C>G del gen ACE2 en els homes sobre el risc que un pacient canvii d’estadi d’insuficiencia
renal (canvi d’estadi) i el risc que un pacient disminueixi a la meitat 'MDRD (2 MDRD).
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dones
Variables de la regressio canvi d'estadi 72 MDRD

ef (IC 95%) p ef (IC 95%) p
G>C ACE2 (GG vs CC) 3,8(1,0a14,2) 0,047 1,6 (0,5 a4,5) 0,402
G>C ACE2 (GC vs CC) 0,9(0,3a24) 0,755 0,7 (0,3a1,6) 0,403
MDRD basal - - 0,97 (0,95 a 1,00) 0,020
Hematocrit (%) 0,83 (0,73 a 0,94) 0,005 - -
Excrecio de proteina AUC 1,36 (1,16 a 1,58) 9,8x10° 1,33 (1,21 a 1,47) 1,4x10°
Tensio arterial sistolica AUC - - 1,03 (1,01 a 1,06) 0,005

Taula 47. Coeficients de regressio de Cox e’, interval de confianga del 95% i significacio estadistica del
genotip i de les variables de control significatives dels models que mesuren l'efecte del polimorfisme
c.15642-361C>G del gen ACE2 en les dones sobre el risc que un pacient canvii d’estadi d’insuficiencia
renal (canvi d’estadi) i el risc que un pacient disminueixi a la meitat 'MDRD (% MDRD).

Tal com mostren les taules 39 - 47, només el polimorfisme I/D del gen ACE1 mostra un
efecte significatiu en el risc que la velocitat de filtracié glomerular disminueixi a la
meitat. Concretament, el fet de tenir el genotip DD explica que el risc de disminuir a la
meitat 'MDRD es multipliqui per 2,1 (1,1 a 3,9) respecte al genotip Il. Es a dir, els
individus DD tenen el doble de risc que la seva velocitat de filtracié glomerular

disminueixi a la meitat que els individus Il (faula 39).

S’ha trobat també un efecte estadisticament significatiu en les dones amb genotip GG
respecte les que tenen genotip CC en el polimorfisme ¢.1542-361C>G del gen ACE2.
Aquesta troballa la considerem espuria, ja que no és coherent amb el resultat obtingut
per les heterozigotes CG. Cal recordar que la n del grup de dones homozigotes CC és
nomeés de 16. Si agrupem les homozigotes GG respecte les portadores de I'al‘lel C es

perd la significacié estadistica (p=0,261 dades no mostrades).

4.2.3.3 Regressions combinant polimorfismes

Tot i que practicament no s’han observat efectes estadisticament significatius en les
regressions presentades a l'apartat anterior, seguirem I'esquema general proposat pel
desenvolupament del present treball. Seguint els criteris de combinacié ja explicats
amb anterioritat, es poden fer les seglients combinacions:

Pel que fa al risc de disminuir a la meitat la velocitat de filtracié glomerular, es
poden combinar els quatre polimorfismes segients: I/D de TACE1, p.M235T de 'AGT,
€.186+2053G>A i 1542-361G>C de 'ACE2.

La combinacié de dos polimorfismes que ha donat més significacié estadistica és la
formada per I/D de TACE1 + p.M235T de I'AGT. El risc de disminuir a la meitat 'TMDRD
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es multiplica per 1,24 (1,03 — 1,51) per cada al-lel de risc addicional (p=0,026). Aixo
significa que un pacient que tingui els 4 al-lels (DD+MM) té un risc de disminuir a la
meitat la velocitat de filtracié glomerular renal 2,4 vegades més alt que un individu que
no tingui cap al-lel de risc.

Les combinacions de tres i quatre polimorfismes no han mostrat efectes

estadisticament significatius.

Pel que fa al risc de passar al segiient estadi d’insuficiéncia renal cronica, I'inica
combinacié possible és la formada per I/D de 'ACE1 i ¢.186+2053G>A de I'ACE2 i

tampoc no s’observa cap efecte estadisticament significatiu.

Finalment només remarcar que [lestratificacio segons si la velocitat de filtracié
glomerular basal és superior o inferior a 60 mL/min/1,73 m? no va canviar les
tendéncies observades amb tota la poblacié ni va enfortir la relacié dels polimorfismes

amb la progressié.
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4.3 INSTAURACIO DE LA NEFROPATIA

L’'estudi de la susceptibilitat a patir nefropatia de pacients diabétics de tipus 2 s’ha
realitzat amb només 69 controls i 227 casos. Cal tenir ben present que la realitzacio
d’aquest apartat s’ha dut a terme sota I'dOptica d’'un estudi preliminar i que som ben
conscients que la n dels controls és insuficient per poder emetre conclusions fermes al
respecte. Hem dut a terme aquesta aproximacié amb I'Unic objectiu de veure si
obteniem resultats que orientessin cap a alguna conclusié i si valia la pena I'esfor¢ de
desenvolupar en un futur aquest estudi amb totes les condicions oOptimes que
requereix.

Els criteris de classificacié en casos i controls es troben descrits a I'apartat 3.1.3. Els
dos grups van ser igualats en edat i sexe. El 62,3% dels controls eren homes, enfront
del 63,4 % dels casos. D’altra banda, el 60% dels controls eren no fumadors mentre
que els no fumadors en els casos suposaven el 68,7%. Les mitjanes de les altres
dades recollides per a cada un dels dos grups en el moment d’incloure’ls a I'estudi es

poden consultar a la taula 48.

Magnitud Controls (mitjana i IC 95%) | Casos (mitjana i IC 95%)

Edat (anys)

59,0 (57,0 — 61,0)

59,0 (57,9 — 60,2)

MDRD basal (mL/min/1,73m?)

75,8 (72,7 — 78,9)

58,7 (56,2 — 61,1)

Pac(Uri)—Excrecié de proteina basal
(g/dia)

0,11 (0,09 — 0,13)

1,46 (1,23 — 1,70)

index de massa corporal (Kg/m?)

28,8 (27,3 — 30,3)

30,2 (29,5 — 30,8)

Srm—Albumina (g/L)

43,9 (43,0 — 44,7)

417 (41,1 — 42,4)

San—Eritrocits; fr.vol.(hematocrit)

0,40 (0,39 — 0,41)

0,41 (0,40 — 0,42)

Srm—Colesterol (mmol/L)

5,2 (4,9 - 5,5)

5,9 (5,7 - 6,0)

Hb(San)—Hemoglobina A1c (%)

6,7 (6,3—7,0)

7,5(7,2-17.7)

tensié arterial sistdlica (mmHg)

141 (135 — 147)

155 (152 — 159)

tensié arterial diastolica (mmHg)

79,0 (75,6 — 82,4)

82,4 (80,8 — 84,1)

Taula 48. Mitjana i intervals de confianca del 95% (IC 95%) de les caracteristiques recollides a la primera

visita al nefroleg.

La distribucié genética de la poblacié d’estudi pel grup de controls i de casos esta

descrita a les taules 49-50, respectivament. Tots els polimorfismes estudiats es troben

en equilibri de Hardy-Weinberg (prova de x?).
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Polimorfisme Freqiiéncies genotipiques (%) en els controls p (Xz)
ACE1 DD (48,6) ID (40,3) n(11,1) 0,868
AGT MM (25,7) MT (50,0) TT (24,3) 1,000
AGTR1 AA (58,0) AC (33,3) CC (8,7) 0,611

dones: GG (37,5) AG (45,8) AA (16,7) 0,979
ACE2 c.186+2053G>A

homes™: G (62,8) - A (37,2) -

dones: CC (66,7) CT (25,0) TT (8,3) 0,495
ACE?2 c.439+4C>T

homes™: C(72,1) - T (27,9) -

dones: CC (33,3) GC (45,8) GG (20,8) 0,945
ACE?2 c.1542-361C>G

homes™: C (62,8) - G (37,2) -

Taula 49. Freqliencies genotipiques -expressades en percentatge- dels 6 polimorfismes genotipats,
acompanyades de la significacié estadistica en la comparacié de proporcions (prova de XZ) obtinguda al
comprovar I’ equilibri de Hardy-Weinberg en els pacients control.

*en els homes, les distribucions sén al-léliques en lloc de genotipiques

Polimorfisme Freqiiéncies genotipiques (%) en els casos p (Xz)
ACE1 DD (36,7) ID (44,9) DD (18,4) 0,783
AGT MM (33,7) MT (51,0) TT (15,3) 0,857
AGTR1 AA (57,1) AC (35,7) CC (7,1) 0,939

dones: GG (51,4) AG (40,0) AA (8,6) 0,993
ACE2 c.186+2053G>A

homes™: G (68,7) - A (31,3) -

dones: CC (51,4) CT (37,1) TT (11,4) 0,791
ACE?2 c.439+4C>T

homes™: C (78,5) - T (21,5) -

dones: CC (48,6) GC (37,1) GG (14,3) 0,645
ACE?2 c.1542-361C>G

homes™: C (69,4) - G (30,6) -

Taula 50. Freqtiencies genotipiques -expressades en percentatge- dels 6 polimorfismes genotipats,
acompanyades de la significacié estadistica en la comparacié de proporcions (prova de XZ) obtinguda al

comprovar I’ equilibri de Hardy-Weinberg en els pacients casos.
*en els homes, les distribucions sén al-léliques en lloc de genotipiques

Per avaluar la susceptibilitat a la nefropatia s’ha utilitzat la regressié logistica binaria,
donat que la variable dependent només pot prendre dos valors categorics:
desenvolupament de nefropatia (casos) / no desenvolupament de nefropatia (controls).
Primerament s’han executat models univariants amb cadascuna de les possibles
variables de control. S’han escollit les que presentaven diferéncies estadisticament
significatives entre els dos grups (dades no mostrades): Srm—Albumina; c.massa,

Srm—Colesterol; c.subst., Hb(San)—Hemoglobina A1c i tensié arterial sistolica.

Seguidament s’han dut a terme les regressions logistiques multiples per cada

polimorfisme amb les variables de control escollides (taula 57).
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a) |Variables e (IC 95%) P
ACE1 (DD vs ll) 1,0 (0,4 - 2,8) 0,988
ACE1 (ID vs Il) 0,9 (0,3-2,4) 0,774
Srm—Albumina; c.massa 0,90 (0,83 — 0,98) 0,013
Srm—Colesterol; c.subst. 1,5(1,1-21) 0,015
Hb(San)—Hemoglobina A1c 1,4 (1,1-1,8) 0,009
tensio arterial sistolica 1,02 (1,00 - 1,03) 0,019
b) Variables e? (IC 95%) P
AGT (MM vs TT) 2,0 (0,8-4.7) 0,134
AGT (MTvs TT) 1,5 (0,7 - 3,3) 0,342
Srm—Albumina; c.massa 0,90 (0,83 — 0,98) 0,016
Srm—Colesterol; c.subst. 1,5(1,0-2,0) 0,027
Hb(San)—Hemoglobina A1c 1,4 (1,1-1,8) 0,007
tensié arterial sistolica 1,02 (1,00 — 1,03) 0,017
c) Variables e? (IC 95%) P
AGTR1 (AA vs CC) 2,0(0,5-7,5) 0,298
AGTR1 (AC vs CC) 2,2 (0,6 -8,5) 0,264
Srm—Albumina; c.massa 0,91 (0,84 — 0,99) 0,023
Srm—Colesterol; c.subst. 1,5(1,1-2,1) 0,021
Hb(San)—Hemoglobina A1c 1,4(1,1-1,9) 0,298
tensio arterial sistolica 1,02 (1,00 — 1,03) 0,006
d) Variables homes (A vs G) dones
e? (IC 95%) P e (IC 95%) P
c.186+2053 (AA vs GG) 0,8(0,4-1,8) 0,571 0,9(0,2-44) 0,878
c.186+2053 (AG vs GG) - - 1,0 (0,3 -3,0) 0,991
Srm—Albdmina; c.massa | 0,90 (0,81 — 1,00) 0,048 - -
Srm—Colesterol; c.subst. 1,9 (1,2-3,0) 0,007 - -
Hb—Hemoglobina A1c 1,4(1,0-1,9) 0,049 - -
tensio arterial sistolica 1,02 (1,00 — 1,04) 0,037 - -
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e) homes (Cvs T) dones
Variables
ef (IC 95%) P e® (IC 95%) P
c.439+4C>T (CC vs TT) 1,6 (0,7 -4,1) 0,283 1,4 (0,2-9,5) 0,708
c.439+4C>T (CT vs TT) - - 1,8 (0,2 -13,3) 0,562
Srm—Colesterol; c.subst. 1,8 (1,1-2,9) 0,012 - -
Hb—Hemoglobina A1c 1,4(1,0-1,9) 0,042 - -
tensio arterial sistolica 1,02 (1,00 — 1,04) 0,031 - -
f) homes (C vs G) dones
Variables
e (IC 95%) P e (IC 95%) P
c.1542-361 (CC vs GG) 1,2(0,5-2,6) 0,720 1,0 (0,2-3,9) 0,957
c.1542-361 (CG vs GG) - - 1,2(0,3-4,9) 0,827
Srm—Colesterol; c.subst. 1,9 (1,2-3,0) 0,008 - -
Hb—Hemoglobina A1c 1,4(1,0-1,9) 0,048 - -
tensio arterial sistolica 1,02 (1,00 — 1,04) 0,038 - -

Taula 51. Coeficient de la regressio logistica (e”) interval de confianga del 95% i significacio estadistica
del genotip i de les variables de control significatives del model que mesura la susceptibilitat dels pacients
diabetics de tipus 2 a desenvolupar nefropatia:
a) dels genotips DD i ID del polimorfisme I/D del gen ACE1 respecte el genotip Il
b) dels genotips MM i MT del polimorfisme M268T del gen AGT respecte el genotip TT
c) dels genotips AA i AC del polimorfisme g.1166A>C del gen AGTR1 respecte el genotip CC.
d) de lal'lel A del polimorfisme c.186+2053G>A del gen ACE2 respecte l'allel G en homes i dels
genotips AA i AG respecte el genotip GG en dones.
e) de l'al'lel C del polimorfisme ¢.439+4C>T del gen ACE2 respecte I'al-lel T en homes i dels genotips
CC i CT respecte el genotip TT en dones.
f) de lal'lel C del polimorfisme c.1542-361C>G del gen ACE2 respecte l'al-lel G en homes, i dels
genotips CC i CG respecte el genotip GG en dones.

No s’observa cap efecte del genotip sobre la susceptibilitat a desenvolupar nefropatia
en pacients diabétics de tipus 2. Totes les significacions estadistiques obtingudes en
les regressions logistiques sén superiors a 0,2 —exceptuant el cas aillat del genotip
MM vs TT del polimorfisme p.M235T de 'AGT-. Per tant, no s’han pogut dur a terme
combinacions entre els gens.

Tal com s’ha comentat a l'inici del present apartat no es poden emetre conclusions
dels resultats obtinguts, perd la manca de tendéncies descoratja I'estudi ulterior de la
susceptibilitat dels pacients diabétics de tipus 2 a desenvolupar nefropatia en funcié

del genotip en la nostra poblacié.
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4.4 CARACTERISTIQUES METROLOGIQUES

Com ja s’ha comentat a l'apartat 3.4.3, es van fer servir diversos métodes per
genotipar els pacients.

Pels quatre polimorfismes (g.1166A>C del gen AGTR1, p.M235T del gen AGT,
c.186+2053G>A i ¢.439+4C>T del gen ACEZ2) que inicialment es van genotipar
mitjangant PCR-RFLP i posteriorment es va canviar la metodologia a PCR a temps
real, es van processar 20 mostres de cada polimorfisme per ambdés métodes amb la
finalitat de comprovar la intercanviabilitat de resultats. Per a tots els polimorfismes, la
classificacio dels genotips va ser coincident en el 100% de mostres.

A més a més, a cada reaccié de PCR pel metode PCR-RFLP s’adjuntava una mostra
d'un pacient heterozigot pel polimorfisme —que ja haviem genotipat amb anterioritat—
com a control intern de la qualitat del procediment. Es van fer entre 6 i 10 séries de
cada un dels polimorfismes genotipats amb aquesta metodologia i en totes elles la
mostra heterozigota es va poder identificar inequivocament.

Pel que fa a la metodologia de corbes de dissociaci6 amb PCR a temps real
(polimorfisme I/D de 'ACE1) es van realitzar 17 séries amb un unic control heterozigot
per série. | posteriorment es va dur a terme la PCR confirmatoria amb 17 séries més,
cada una d’elles també amb un control heterozigot.

Pel que fa a la metodologia de PCR a temps real amb sondes al-lel-especifiques, per a
cada série s’han introduit tres mostres (homozigot majoritari, heterozigot i homozigot
minoritari) com a controls interns de la qualitat i que ja s’havien genotipat anteriorment.
Es van dur a terme entre 7 i 16 séries per a cada un dels polimorfismes genotipats.
Una de les séries del polimorfisme ¢.439+4C>T del gen ACE2 es va haver de repetir
en la seva totalitat perqué les mostres no van amplificar-se degudament, perd en la

resta de series, els tres controls es van poder classificar correctament.

Aixi doncs, la concordanga entre PCR-RFLP i PCR a temps real va ser del 100%
(n=80 mostres) i la reproductibilitat va ser també del 100% (n=212 controls distribuits
en: metodologia PCR-RFLP: 31 séries amb un control heterozigot per série n=37,
metodologia PCR a temps real amb corbes de dissociacié: 34 séries amb un control
heterozigot per série n= 34; metodologia PCR a temps real amb sondes al-lel-

especifiques: 49 séries amb tres controls per série n=147).
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El sistema renina-angiotensina

El sistema renina-angiotensina constitueix un mecanisme importantissim en la
patogénesi de la nefropatia del pacient diabétic (19, 20). EI RAS és el regulador més
ben conegut de la tensi6 arterial i determina els drgans diana que es malmeten per
causa de la hipertensio (22). La produccio local a les cel-lules renals d’angiotensina Il
incrementa la pressio intraglomerular mitjangant la constriccié de les arterioles eferents
i per tant contribueix al desenvolupament i progressié de la glomeruloesclerosi
observada en aquesta malaltia. Controla el balang de fluids i electrolits a través
d’efectes coordinats entre el cor, els vasos sanguinis i els ronyons. La hipertensio
intracapil-lar i la filtracié incrementada de proteines plasmatiques poden contribuir al
desenvolupament i progressio de la lesid renal. Els efectes no hemodinamics de
'angiotensina Il també poden ser importants en la progressié de la nefropatia: s’ha
demostrat que I'angiotensina Il és capag d’estimular la produccié de diverses citocines,
com el TGF-B (transforming growth factor beta) i permetre la sobreacumulacié de
proteines de la matriu extracellular (87). La descoberta de I'enzim convertidor
d’angiotensina | de tipus 2 ha incrementat la complexitat del RAS conferint encara més
interés al seu estudi. L’angiotensina 1-7, un heptapeéptid derivat de I'angiotensina Il per
I'accié d’aquest enzim bloqueja 'accié de I'angiotensina Il, especialment en situacions
de sobreactivitat del RAS, com per exemple durant la restriccié de la ingesta de sodi.
Aquest procés desemboca en una vasodilatacié renal i un increment de I'excrecio de
sodi a la orina. Hi ha també molts altres péptids del RAS que encara es troben sota
investigacio (22).

L’existencia de factors genétics en el desenvolupament i progressié de la nefropatia en
els pacients diabétics es considera una realitat per a la majoria d’autors. Es basen en
estudis epidemiologics, que per una banda confirmen que uUnicament el 35% de
pacients diabétics de tipus 2 desenvolupen nefropatia (2) lligat al fet que es produeix
un estancament de la prevalenga passats els 20 anys del comengament de la diabetis
(4), i per una altra demostren agrupacié familiar (familial clustering) dels pacients
diabétics que pateixen nefropatia (2, 43, 44, 46). Alguns autors (88) postulen que
I'efecte de la variabilitat genética no esta tan clar, basant-se en la multitud d’estudis
d’expressio genetica d’associacio i de lligament que s’han dut a terme i que no han
estat valids per identificar mutacions que expliquin el desenvolupament de la
nefropatia. La dificultat en trobar explicacions exactes i precises del paper que
desenvolupa la genética rau probablement en que els polimorfismes no s6n marcadors
simples de prognosi renal ni de resposta al tractament terapéutic i hi ha molts altres
factors implicats. Tot i aix0, és indiscutible el paper crucial que juga la genética sobre

la nefropatia i la insuficiéncia renal cronica terminal en la diabetis (89).
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Estratégia en la tria dels polimorfismes

Hi ha tres principals estratégies per identificar quins factors genétics determinen
susceptibilitat a una malaltia (90). L'opci6 més simple és 'anomenada “single gene
approach” on es mira l'associaci6 amb un unic gen. La segona opcié seria
'anomenada “candidate pathway-gene approach”, és a dir, es miren diversos gens que
es troben dins d’'una mateixa ruta metabdlica. | finalment una tercera possibilitat és
'anomenada “genome-wide analysis”, és a dir, analisi de tot el genoma. Si s’estudia un
unic gen (single gene approach) es perd la possibilitat d’estudiar associacions
genétiques que puguin estar relacionades amb la mateixa malaltia. Aquesta estratégia
ha estat ampliament criticada ja que la troballa d’un efecte genétic particular en I'estudi
de malalties multifactorials i multigéniques pot ser del tot casual. Els resultats depenen
en gran mesura del correcte aparellament de casos i controls: si s’estudia de forma
retrospectiva es pot concloure erroniament que un genotip esta relacionat amb la
malaltia si es troba sobrerepresentat en la poblacidé de casos, quan potser el que indica
és un efecte protector de la mortalitat. Tot aixd juntament amb la manca de semblancga
dels pacients que s’estudien a cada publicacié pot explicar la poca reproductibilitat que
s’observa a la bibliografia. Si, per contra, s’estudia tot el genoma (genome-wide
analysis) és molt facil trobar falses associacions i a més als resultats que s’obtenen
costa trobar-los una explicacié bioldgica. Hi ha dipositada una gran esperanca en
aquesta aproximacio, pero fins al moment els resultats no han estat consistents (91).
En canvi, si s’estudien diversos gens pertanyents a una via metabdlica (candidate
pathway-gene approach), es minimitza el risc d’obtenir falsos positius, els resultats
poden ser biologicament plausibles i es permet estudiar possibles associacions entre
ells. Les accions conegudes de I'angiotensina Il fan que el sistema renina-angiotensina
sigui un candidat atractiu degut a la seva implicacio en la patogénesi i la progressio de
la nefropatia en pacients diabétics. Aquest és el motiu pel qual al present treball s’han

escollit diversos gens pertanyents a aquest sistema.

S’han considerat 6 polimorfismes de gens del sistema renina-angiotensina. L'l/D de
'enzim convertidor d’angiotensina | (ACE1), el p.M235T de I'angiotensinogen (AGT) i
el g.1166A>C del receptor d’angiotensina de tipus 1 (AGTR1) son, per ordre, els tres
polimorfismes més estudiats fins al moment a la nefropatia diabética. El fet que s’hagin
fet forca publicacions perd que existeixi un alt grau de controvérsia entre elles, ens ha
motivat a incloure’ls al nostre estudi. A més a més, hem determinat tres polimorfismes
més pertanyents al gen que codifica per I'enzim convertidor d’angiotensina | de tipus 2
(ACE2): rs4646124 (c.186+2053G>A), rs2285666 (c.439+4C>T) i rs879922 (c.1542-

361C>G). Els motius que ens han guiat cap a la tria d’aquests tres polimorfismes entre

100



Discussié

els 317 descrits fins al moment, obeeixen especialment a la practicabilitat. Es va fer
una tria d’aquells polimorfismes amb freqiéncies al-leliques minoritaries superiors al
30%, que ens permet esperar al voltant d'un 9% de casos amb el genotip homozigot
minoritari. Aquest percentatge garanteix un nombre suficient d’individus per les analisis
estadistiques posteriors. Dels que complien aquesta condicid, es van seleccionar els
que eren susceptibles de ser genotipats per la metodologia classica (PCR-RFLP) o bé
mitjangant la tecnologia Tagman® (Applied Biosystems); i finalment, de tots ells es van
seleccionar tres polimorfismes que pertanyessin a tres haplotips diferents: dos d’ells
(c.186+2053G>A i c.1542-361C>G) del projecte hapmap (vegeu I'apartat 3.4.5) i un
tercer (c.439+4C>T) descrit a 'NCBI (consulteu I'apartat 3.4.6).

Hipotesi de la tesi

La hipotesi plantejada en aquesta tesi és que, en pacients diabétics de tipus 2, a més
a més dels factors de risc no genétics, els polimorfismes dels gens del sistema renina-
angiotensina poden influir en tres situacions diferents de la nefropatia: la instauracié, la
progressi6 i finalment la mortalitat dels pacients que ja han perdut completament la
funcionalitat renal. A banda de I'efecte individual de cada polimorfisme, també ens hem
ocupat d’estudiar interaccions entre ells basant-nos en un possible efecte poligénic
sobre la nefropatia i observar aixi interaccions entre gens considerats a priori poc
influents.

La idea que els efectes dels polimorfismes poden interaccionar entre ells en pacients
diabétics va ser introduida per Marré et al. en un estudi amb diabétics de tipus 1 (92) i
ha estat recolzada posteriorment per altres autors (80, 86, 93). Entre els mecanismes
subjacents de la interaccié genética, un suggeriment seria que la sobreregulacié d’'un
component geneétic del RAS es compensa per la subregulacié dels altres gens,
obtenint en conjunt una activacié escassa del sistema. Contrariament, quan diversos
gens que codifiquen per diversos components del RAS soén alterats de forma
simultania, el sistema no és capag¢ de compensar i té lloc una activacié sinergica del
RAS (73).

En el nostre treball, hem trobat una relacio significativa de la interaccié d’alguns dels
polimorfismes del RAS amb la progressio i amb la mortalitat, perd6 no amb la
susceptibilitat. A continuaci6 comentarem detalladament els criteris adoptats per
nosaltres i els resultats que considerem d’especial importancia, per a cadascun dels

tres apartats.
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LA MORTALITAT EN DIALISI

La mortalitat en dialisi s’ha estudiat de forma retrospectiva fent un seguiment de
pacients diabétics de tipus 2 des de la data d’incorporaci6 al programa de dialisi. Ha
tingut per objectiu I'estudi de les interaccions entre els diversos polimorfismes de gens
del RAS i la mortalitat en dialisi. Amb aquesta finalitat s’ha fet una analisi de la
supervivencia mitjangant corbes de supervivéncia i regressions de Cox i s’ha observat

un efecte combinat estadisticament significatiu d’alguns dels polimorfismes estudiats.

Variables de control

Controlar per variables de confusi6 és molt util en estudis retrospectius, quan la

poblacid en estudi pot no estar homogéniament distribuida respecte aquestes

mateixes variables. Es una forma d’assegurar que no s’adjudiqui falsament un efecte a

un polimorfisme degut a que una tercera variable —la que provoca realment I'efecte—

estigui més representada en un genotip que en un altre de manera casual. En el
present estudi, a més a més dels factors genétics, també s’han considerat altres
possibles factors de risc de mortalitat independents:

1) El sexe. S’ha hagut de tenir en compte que el gen ACE2 es troba al cromosoma X,
i per tant els homes només tenen una dotacié al-lélica. D’altra banda és sabut que
el génere influeix en la mortalitat general, ja que els homes tenen una esperanga
de vida inferior a les dones. Palmer et al. (94) documenta l'existéncia d’'una
supervivencia menor dels homes quan estudia I'efecte d’'un polimorfisme de TACE2
sobre la supervivencia.

2) La velocitat de filtraci6 glomerular a la primera visita al Servei de Nefrologia.
Diversos estudis han demostrat que la derivacioé a temps a I'especialista hospitalari
és un predictor de millor supervivencia tant per hemodialisi com per dialisi
peritoneal (95, 96). Concretament asseguren que la identificacié preco¢ de la
insuficiéncia renal cronica pot ajudar a retardar o prevenir la seva progressio, tot i
que s’admet que les oportunitats de realitzacié d’un cribratge sistematic encara no
estan prou ben definides (97).

3) Historia d’accidents cardiovasculars previs a la dialisi, ja que constitueixen un
factor de risc clinic inicial.

4) Historia prévia d’hipertensié no controlada. Quasi el 70% de pacients diabétics
tenen hipertensié quan se’ls diagnostica de nefropatia (25).

5) L’edat a l'inici de la dialisi. Es evident que la probabilitat de morir és més alta en el
fragment de poblacié amb edat avangada que no pas entre els més joves. Tot i

aixo, la nostra poblacié d’estudi presenta un quadre clinic complex degut a
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complicacions derivades de la diabetis i de la nefropatia que probablement
determinen amb molta més importancia el risc de morir que no pas I'edat.

La funcié renal residual a linici del tractament amb dialisi. Diversos estudis
conclouen que no hi ha diferéncies estadisticament significatives entre la funcio
renal a linici de dialisi i la subseglent mortalitat, és a dir que linici de dialisi a
valors més alts de velocitat de filtracié glomerular no mostra cap avantatge quant a
la supervivéncia respecte als pacients que inicien el tractament amb filtracions
glomerulars més baixes. Pero altres estudis suggereixen que una pitjor funcié renal
a l'inici de dialisi esta associada a un increment de mortalitat i morbiditat (98).

La modalitat de dialisi inicial (hemodialisi o dialisi peritoneal). Encara que no hi hagi
cap evidéncia convincent que justifiqui I'Us inicial d’'una modalitat de dialisi sobre
l'altra (99), I'inici de dialisi peritoneal, probablement preserva millor la funci6 renal
residual (100).

San—Leucocits; c.num basal: constitueix un marcador de septicémia en el moment
d’instaurar la dialisi i un marcador de mal prondstic. Tot i que s’han descartat els
pacients que han mort en un temps inferior als 3 mesos precisament per intentar
evitar que la causa que produeix el desenlla¢ fos prévia a la dialisi, s’ha cregut
convenient incloure igualment un marcador de procés infeccios per si podia estar
relacionat amb morts més tardanes.

San—Hemoglobina; c.massa i Srm—Albumina; c.massa: son marcadors de I'estat
nutricional del pacient. Keane et al. van identificar la hipoalbuminémia i 'anémia
com a predictors de desenvolupament d’insuficiencia renal cronica terminal (101,
102). La deteccid i el tractament de malnutricié contribueix a la millora de la

supervivencia dels pacients que reben dialisi (103).

10) Srm—Colesterol; c.subst: és un marcador de dislipémia i com a tal és un factor de

risc independent d’infart agut de miocardi (104).

11) Hb(San)—Hemoglobina A1c; fr.subst: tractant-se de pacients diabétics de tipus 2,

el control de la concentracid de glucosa plasmatica és essencial en tot el seu
procés patoldgic. Cal tenir en compte, perd, que la glicohemoglobina no és
suficientment representativa del control de la concentracié de glucosa en sang dels
pacients en hemodialisi. Degut a la disminucioé del metabolisme general, la anémia
i la vida més curta dels eritrocits, la glicohemoglobina pot ser falsament elevada en
aquests pacients (104). Aixo afecta unicament al valor discriminant, el qual no es té

en consideracié en aquesta tesi.

A les regressions de Cox presentades en el present treball, es pot comprovar com

I'dnica variable de control estadisticament significativa que apareix en practicament

tots els models és Srm—Albumina; c.massa.
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L’efecte genétic i els al-lels de risc

A la regressié de Cox individual de cada polimorfisme, I'l/D de TACE1 i el p.M235T de
'AGT presenten efectes significatius sobre la mortalitat. Concretament el genotip DD
explica un augment del risc de mortalitat de 3,5 (1,3 — 9,9) vegades el dels pacients Il, i
el genotip MM al seu torn explica un augment del risc de mortalitat de 3,8 (1,2 — 12,4)
vegades el dels pacients TT. Es notori destacar que el coeficient de regressio esta
estimat amb un elevat error estandard, fet que explica per qué els intervals que
'acompanyen estan tan pobrament acotats.

Tal com s’anira observant al llarg de la presentacié dels resultats d’aquesta tesi, dos
dels polimorfismes de 'ACEZ2 tenen cert efecte en els homes perd no es reprodueix en
el grup de dones. Aquest fenomen ja ha estat descrit amb anterioritat (94). La
proporcio d’aquestes és inferior a la dels homes a la mostra que estem estudiant (per
'estudi de dialisi, 56 homes davant de 44 dones) i aquesta realitat, juntament amb el
fet que les dones tenen tres genotips —i presumiblement tres fenotips i per tant major
complexitat— mentre que els homes només dos, podria contribuir a aquesta troballa.
Recordem que degut a que hi ha menys del 10% de dones amb el genotip minoritari,
s’han agrupat amb el grup d’heterozigotes per a [l'estudi estadistic, diluint
probablement I'efecte que estudiem.

Amb l'objectiu de millorar I'estimacié del risc i explorar si els polimorfismes actuen
conjuntament sobre la mortalitat, s’ha dut a terme un estudi conjunt de les variants
al-leliques. Per a aix0, s’han identificat els al-lels que potencialment poden conferir risc
de mortalitat basant-nos en les tendéncies observades a les corbes de supervivéncia
de Kaplan-Meier i en les significacions estadistiques obtingudes de les regressions
individuals. D’aquesta manera, dos dels sis polimorfismes (g.1166A>C de 'AGTRT i
c.439+4C>T de I'ACE2) han estat eliminats de I'estudi subseglent per resultar
impossible la identificacio dels al-lels que podien conferir susceptibilitat a morir.

Per la resta de polimorfismes, s’ha considerat que els al-lels que confereixen risc de
morir sén: D (I/D), M (p.M235T), G (c.186+2053G>A) i C (c.1542-361C>G). Quant a
l'al-lel D, la seva assignacié com a variant de risc és consistent amb la bibliografia
publicada respecte a la mortalitat dels pacients en dialisi. No hi ha bibliografia
concloent respecte al polimorfisme p.M235T, i finalment els tres polimorfismes del gen

ACEZ2 no havien estat mai estudiats en la mortalitat de pacients en dialisi.
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Comparacié amb la bibliografia

Comparativament amb els estudis que s’ocupen de la susceptibilitat i progressio de la
nefropatia, hi ha molts menys treballs que hagin explorat el paper d’aquests
polimorfismes en la mortalitat dels pacients diabétics de tipus 2 en dialisi, i encara

menys que ho hagin fet amb poblacié blanca.

Dels polimorfismes inclosos en aquest treball, el més ampliament estudiat en la
mortalitat és I'l/D de I'ACE1. L’al'lel D s’ha relacionat amb la mortalitat d’origen
cardiovascular en diversos metanalisis; concretament, la preséncia d’aquest allel s’ha
associat amb un increment de l'ateroesclerosi i de les complicacions microvasculars
renals, aixi com malaltia coronaria, infart de miocardi, ictus i nefropatia diabética (105).
Hadjadj et al. han corroborat aquestes troballes mitjangcant un estudi amb 3126
diabétics de tipus 2 que els ha permés relacionar I'al-lel D amb una major probabilitat
de mort dorigen cardiac (106). Aquests resultats han estat contradits amb
posterioritats en un altre metanalisi en poblacié blanca (107).

També existeix certa controvérsia en els estudis que intenten predir la mortalitat en
pacients en dialisi en funcié dels polimorfismes del RAS: Higashiuesato et al. van
avaluar el risc relatiu de mort en 727 pacients hemodialitzats japonesos, i van
concloure que el polimorfisme I/D de 'ACE1 no prediu la supervivéncia a curt termini
(54). El principal inconvenient d’aquest estudi és que van fer un seguiment de 2 anys
dels pacients i encara que ajustessin per I'edat a l'inici de dialisi, no van incorporar el
temps que portaven préviament en dialisi als models de regressio6. Yoshida et al. (76),
en un estudi amb 168 pacients van concloure que el genotip DD incrementa el risc de
morir una vegada la dialisi ja ha estat iniciada. Aquest mateix estudi no va poder
demostrar I'existéncia de relacid entre la mortalitat en dialisi i els polimorfismes
p.M235T de 'AGT i g.1166A>C de 'AGTR1. Coincidint amb l'autor anterior, s’ha
reportat que la mortalitat dels pacients amb genotip DD (ACE1) és 2,3 vegades
superior que pels portadors de l'al-lel | en diabétics d’origen nipé en dialisi (108).
Aquest risc ha estat reproduit en 456 pacients blancs sota el mateix tractament (55).
En un estudi amb 534 pacients en hemodialisi de més de tres anys de durada, es va
observar que lalllel D constituia un factor de risc de desenvolupament de
complicacions cardiovasculars (56).

Bdger et al. van intentar esbrinar I'associacié de la interaccié entre els polimorfismes
I/D de TACE1, p.M235T de 'AGT i g.1166A>C de 'AGTR1 i el tractament farmacologic
amb IECA o ARA-Il, amb la mortalitat de 445 pacients germanics amb nefropatia

diabética i hemodialitzats. Unicament van trobar un increment del risc de morir
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estadisticament significatiu en el grup en tractament amb ARA-Il i, a la vegada,
homozigots AA del polimorfisme g.1166A>C (109).

Tal com s’ha comentat, hi ha molt poca bibliografia disponible que explori el paper
d’altres polimorfismes del RAS exceptuant I'l/D de 'ACE1 en la mortalitat de pacients
en dialisi. Si fem la recerca més restringida incloent només pacients diabétics de tipus
2 trobem unicament el mencionat article de Boger et al., encara que el seu disseny
distava molt del nostre donat que avaluaven la interaccio del genotip amb el tractament
farmacologic. Si es fa una recerca bibliografica al pubmed (http://www.ncbi.nim
.nih.gov/pubmed/) amb les paraules agt + survival + dialysis s’obtenen només dos
articles, un dels quals és del nostre grup de treball. | si es fa el mateix per TACE2 no
se’n troba cap. El gen ACE2 ha estat implicat en la hipertensi6é i de retruc, en la
patologia cardiaca. La supervivéncia de pacients amb sindrome coronari agut ha estat
explorada per Palmer et al. (94). Van concloure que existia una relacié entre la
mortalitat i un polimorfisme no inclos en aquesta tesi, unicament en els homes. Per
altra banda, I'al-lel minoritari G del polimorfisme ¢.1542-361C>G sembla que pot estar
relacionat amb un engruiximent de la paret septal i hipertrofia cardiaca (57, 69).
Aquesta dada, contrasta amb la relacié que hem trobat nosaltres entre l'alllel C i la

mortalitat per qualsevol causa, fet que encara no havia estat mai estudiat.

Conclusions principals

Al nostre treball, classificant els pacients en funcié del nombre d’al-lels de risc —D (1/D),
M (p.M235T), G (c.186+2053G>A) o C (c.1542-361C>G)- que tenia cada un d’ells (de
0 a 8) i duent a terme totes les possibles combinacions entre els polimorfismes (de 2
en 2, de 3 en 3 i el conjunt dels 4), es va trobar que la combinacié que estimava amb
meés precisio el risc de mortalitat era la formada per ACE1, AGT i ¢.186+2053G>A de
FACEZ2: risc relatiu = 1,5 (IC 95% = 1,2 a 1,9) amb una significacié estadistica de
0,002. Aixd significa que per cada al-lel de risc addicional, el risc de mortalitat
augmenta 1,5 vegades, i per tant tenir els sis allels fa que el risc de morir es
multipliqui per 11 (1,56) respecte no tenir cap al-lel de risc.

El polimorfisme ¢.1542-361C>G del gen ACE2 no sembla tenir un paper destacat en el
risc de mortalitat a la dialisi, ja que el risc relatiu en pacients diabétics en dialisi

practicament no es modifica si s’elimina aquesta variable de la suma d’al-lels de risc.

106



Discussié

ESTUDI DE LA PROGRESSIO DE LA NEFROPATIA

Seleccié dels pacients

Per al segon apartat d’aquesta tesi, I'estudi de la progressiéo de la nefropatia, hem
inclos 320 pacients diabétics de tipus 2 que a més a més complien els criteris de
diagnostic d’insuficiéncia renal cronica emesos per la NKF-KDOQI (6): o bé la troballa
de resultats patologics dels marcadors de deteriorament de la funcié renal (per
exemple proteinuria persistent, és a dir excrecions de proteina en orina superiors a
0,15 g/dia en més de dues mostres puntuals) o bé una velocitat de filtracié glomerular
inferior a 60 mL/min/1,73 m? durant més de tres mesos consecutius.

El diagnostic definitiu de nefropatia diabética passa per una bidpsia renal, la qual
majoritariament no es va dur a terme en els nostres pacients —-només en 12 casos-—.
Sotmetre aquests pacients a bidpsia no és facil perqué majoritariament prenen
antiagregants plaquetaris per disminuir el risc de malaltia cardiovascular i per tant cal
suprimir-los préviament el tractament amb els riscos que aixd comporta. Generalment,
es recorre a altres criteris per al diagnostic de nefropatia diabética. Segons les guies
internacionals de la KDOQI (110), la insuficiéncia renal cronica pot ser atribuible a la
diabetis sempre que hi hagi macroalbuminuria. Addicionalment, hi ha altres troballes
que permeten recolzar aquest diagnostic com és lincrement progressiu de
lalbuminuria i I'observaciéo de la imatge d’'un ronyé hipertrofiat en una ecografia
abdominal juntament amb una hiperfiltracié renal confirmada per radioisdtops, en un
estadi incipient de la malaltia.

Alguns autors han proposat que la retinopatia sigui també un criteri diagnostic de
nefropatia diabética (4). La retinopatia esta clarament relacionada amb la durada de la
diabetis i amb el control de la glucémia (111). Com que es podria donar el cas que
s’evidenciés abans la nefropatia que no pas la retinopatia, no ens sembla que
'abséncia de retinopatia confirmi categoricament que la nefropatia que pateix un
pacient no sigui d’origen diabétic (112). Cal esmentar que 77 dels 320 pacients
inclosos a I'estudi de la progressié —un 24 %— no van presentar retinopatia. Aquesta
dada és coincident amb la presentada per Ahluwalia et al. (80) que descriu que només
el 76,3% dels pacients diabétics de tipus 2 amb nefropatia diabética presenten
retinopatia. Per ser rigorosos, quan ens hem referit als pacients inclosos en aquest
treball hem intentat emprar I'expressié “diabétics de tipus 2 amb nefropatia” en
comptes de “nefropatia diabética” donada la dificultat existent en emetre el diagnostic

definitiu.

Esta descrit que en tots els pacients amb diabetis mellitus, inclosos els que mai

desenvoluparan nefropatia, pot observar-se microalbuminuria (excrecié d’albumina en
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orina entre 30 i 300 mg/dia) en coincidéncia amb un mal control metabolic o exercici
fisic intens (4). No hi ha cap risc que els pacients que es troben en aquesta situacio
formin part del nostre estudi, ja que, com s’ha comentat anteriorment, el criteri
d’inclusié contempla unicament la proteindria quan aquesta es troba mantinguda un

minim de tres anys consecutius (perqué els pacients tenen un seguiment anual).

Dels criteris de seleccié que hem emprat es pot deduir que hi haura un biaix en els
nostres resultats. Al present estudi no s’han inclos els pacients que, trobant-se en un
estadi incipient d’insuficiencia renal —amb microalbuminuria com a unic signe objectiu—,
van respondre amb eficacia al tractament farmacologic. L’Unic motiu és la impossibilitat
de diagnosticar-los de nefropatia, donat que la preséncia de microalbuminuria no és un
criteri suficient. Aixd fa que els pacients que han tingut un millor pronostic no estiguin
presents a I'estudi. Si les tendéncies observades a la nostra poblacié es confirmessin
en els pacients amb millor pronostic, probablement les diferéncies que s’observen en

aquest treball encara podrien ser majors.

Som conscients de la complexitat clinica del pacient diabétic amb nefropatia, que
dificulta molt la tasca d’homogeneitzar aquesta poblacid i poder-la estudiar
conjuntament. Hem realitzat diversos plantejaments en aquest sentit com son
I'exclusié dels pacients monorenals i dels que presentaven una velocitat de filtracio
glomerular inferior a 30 mL/min/1,73m? (estadis 4 i 5) a la primera visita a
'especialista. L’ideal hagués estat partir de pacients pertanyents a un uUnic estadi
d’insuficiéncia renal cronica i veure’'n l'evolucié. Per no reduir tant el nombre de
pacients de I'estudi, finalment només es van excloure els pertanyents als estadis 4 i 5,
ja que en aquest punt la malaltia ja esta tan avangada que és molt dificil valorar-ne la
progressio.

El desconeixement precis de linici de la insuficiéncia renal també esdevé un
inconvenient insalvable. Més del 70 % dels pacients s6n remesos des dels centres
d’atencié primaria als serveis de nefrologia amb una insuficiéncia renal cronica
d’estadis 3-5, plenament establerta i inclus molt evolucionada (7). A falta d’un criteri
més objectiu, el seguiment dels pacients al nostre estudi s’inicia a la primera visita al
Servei de Nefrologia de I'Hospital Universitari de Bellvitge, que és quan en comencem

a recollir les dades.
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Avaluacié de la progressié de la nefropatia

La velocitat de filtracié glomerular renal és el millor estimador de la funcio6 renal. Les
guies internacionals emeses per la International Kidney Foundation (6, 8, 12)
recomanen estimar la filtracid6 glomerular mitjangant I'is de la férmula matematica
MDRD que inclou I'edat, el sexe, la raga i la concentracié de creatinini, albumina i urea
en sérum. L’Unic inconvenient que té és que subestima les filtracions glomerulars dels
individus sans, i per tant el valor discriminant es situa a 60 mL/min/1,73m?. Esta
especialment indicada en pacients amb insuficiéncia renal cronica, com és el nostre
cas.

En contraposicié al consens aconseguit en l'estimacid de la velocitat de filtracié
glomerular renal mitjangant ’'MDRD, no hi ha un criteri Unic per valorar la progressio de
la nefropatia que estigui recomanat internacionalment. Probablement aquesta
heterogeneitat és una de les causes de la divergéncia en els resultats publicats. Per
intentar elucidar la importancia que pot tenir la tria de criteris diferents en I'elaboracio
de les conclusions, vam incloure diverses formes de valorar la progressio.
Concretament son 4 criteris que empren I'MDRD i els 3 restants son repliques dels
primers perd0 que usen la concentracié de creatinini en el plasma en comptes de
I'MDRD (els primers, mostrats a I'apartat de resultats i els darrers als annexos). A
consequeéncia del consens del que hem parlat, sostenim que els criteris per valorar la
progressié de la nefropatia han d’emprar IMDRD. El fet que haguem incldos també
criteris que emprin el creatinini ha obeit unicament a la voluntat de presentar uns
resultats comparables amb la bibliografia, on bona part de publicacions treballen amb

la concentracio plasmatica de creatinini (75, 76).

Per una banda, la progressio de la nefropatia s’ha calculat com el risc de doblar la
concentracié plasmatica de creatinini, passar a un estadi superior d’insuficiéncia renal
cronica o disminuir a la meitat la velocitat de filtracié glomerular renal estimada. Els
dos primers criteris han estat vastament emprats per molts autors (73-75) per decidir si
la nefropatia d’'un pacient havia progressat al final de l'estudi. L’estudi RENAAL
—Reduction of Endpoints in NIDDM with the Angiotensin Il Receptor Antagonist
Losartan— analitza I'efecte del farmac losartan, antagonista del receptor d’angiotensina
Il sobre la progressié de la nefropatia, i per avaluar la progressié fa un seguiment dels
pacients fins que un dels seglients punts finals es produeix: o que la concentracio
plasmatica de creatinini es dobli, o que s’entri a I'estadi d’insuficiéncia renal cronica
terminal que correspon al cinqué estadi —-ESRD segons els americans: end stage renal
disease— o bé que es produeixi la mort del participant (101). En el nostre cas, tots els

individus que o bé s’han mort o bé han entrat al cinqué estadi d’insuficiéncia renal
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cronica, préviament ja havien doblat la seva concentracio de creatinini o disminuit a la
meitat TMDRD, per aix6 no hem considerat I'establiment de punts finals compostos.

Per l'altra banda, la progressié de la nefropatia també s’ha calculat amb pendents i
diferéncies relatives tant ’MDRD com de creatinini —tenien signe negatiu per 'TMDRD i
positiu pel creatinini—. A diferéncia de les variables de control que tenen seguiment,
hem tingut interés unicament en el punt final per coneixer fins on ha progressat la
nefropatia. Pels pacients que han entrat en dialisi, el final del seguiment s’ha
considerat la primera de les filtracions glomerulars d’estadi 5 per no fer els pendents
erroniament meés suaus. Com que el grup de pacients inclosos a I'estudi soén
heterogenis pel que fa al temps de seguiment, la mesura de la progressié s’ha
estandarditzat sempre pels anys de seguiment. Pel que fa a I'’heterogeneitat produida
per la divergéncia d’estadis de la insuficiéncia renal amb els que arriben els pacients a
la consulta del nefroleg (estadis 1, 2 i 3), s’ha resolt incloent IMDRD basal (o la

concentracio plasmatica de creatinini basal) al model de regressié.

Val la pena remarcar un darrer apunt sobre el calcul de la disminucio relativa
percentual anual de la velocitat de filtracié glomerular renal. La férmula correcta per
calcular-la esta desenvolupada a I'annex A. Intuitivament, hom podria pensar que el
calcul correcte passa per fer la diferéncia relativa dels MDRD inicial i final en
percentatge i dividir tot aix0 pels anys de seguiment per estandarditzar pel temps de

seguiment. Es a dir:

crea, —crea
TTF T TTE 100

crea

dif relat anual = -
anys seguiment

Perd aquesta formula és erronia per calcular un increment relatiu constant anual tal
com es pot veure amb el segiient exemple:

Suposem que un pacient parteix d’'un MDRD inicial de 90 mL/min/1,73m? i que
presenta pel primer i segon any de seguiment un MDRD de 85 i 60 mL/min/1,73m?
respectivament. Si calculem la diferéncia anual relativa amb la férmula que hem
emprat a la tesi obtenim una progressié de -18,4% anual, mentre que si ho calculem
amb la formula erronia déna -16,7% anual. Ara apliquem aquest percentatge a cada
any. Amb la férmula bona obtenim que pel primer any 'MDRD teodric seria de 73
mL/min/1,73m? (90 menys el 18,4% de 90) mentre que pel segon any seria de 60
mL/min/1,73m? (73 menys el 18,4% de 73), exactament la velocitat de filtracid
glomerular renal que el pacient presentava al segon any de seguiment. En canvi, si
apliquem el percentatge amb la férmula erronia, obtenim que pel primer any 'MDRD

seria de 75 mL/min/1,73m? (90 menys el 16,7 % de 90) mentre que pel segon any seria
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de 62 mL/min/1,73m? (75 menys el 16,7% de 75). La velocitat de filtracié glomerular
gue obtenim no és exactament la que presenta el pacient al segon any, i aquest error

que s’observa és més gran com més anys hi ha de seguiment.

Variables de control
La inhibicié del RAS, el control intensiu de la pressioé arterial, un bon control metabolic
de la diabetis i la millora de la dislipémia, juntament amb una adaptacié de l'estil de
vida, poden aconseguir la remissié de la proteindria i I'estabilitzacié de la funcié renal
en una proporcié substancial de pacients amb proteindria (22). Als nostres models
multivariants s’han inclos diverses variables que recullen els factors que poden estar
relacionats directament amb la progressié de la nefropatia:

1) Edat. En general, I'edat esta relacionada amb una major progressio, perd en el cas
dels diabétics precisament és al contrari: com més jove és el pacient en el moment
del diagnodstic de diabetis, més pronunciat és el decrement de la funcié renal (83).
La barreja dels dos factors fa que aquesta variable no es mantingui de forma
significativa als nostres models de regressio.

2) Sexe. La bibliografia suggereix una major progressio de la nefropatia en els homes
(83, 86). Els nostres resultats coincideixen amb aquest fet.

3) Pac(Uri)—Excrecié de proteina; cabal massa(24h). La proteinuria o I'albumindria
s6n marcadors de risc de perdua progressiva de la funcié renal plenament
establerts. Zeeuw et al. han demostrat que el fet de tenir una excrecié basal
d’albumina en orina incrementada, multiplica per 8 el risc de progressié de la
nefropatia (82). El grau de proteinuria esta correlacionat amb la magnitud de la
lesio renal en models experimentals i la seva reduccié ajuda a preservar la filtracio
glomerular (113). Als nostres models, 'augment d’1 g/L d’excrecié de proteina
explica aproximadament un augment del 40% del risc de disminuir a la meitat la
VFG.

4) Velocitat de filtracié glomerular basal. S’ha relacionat una progressiéo més rapida
de la nefropatia en els pacients amb una funcié renal més malmesa (83), i aixi ho
hem observat nosaltres, encara que la VFG basal unicament explica un augment
d’entre un 2 i un 3% del risc que la nefropatia progressi.

5) Tensi6 arterial sistolica i diastdlica. En els nostres resultats, la tensié arterial
diastolica no s’ha relacionat amb la progressié de la nefropatia en cap dels models
que hem analitzat. En contraposicié, la tensié arterial sistolica ha resultat un
predictor de la progressio estadisticament significatiu. Aquesta troballa coincideix
amb els resultats presentats per Hadjadj (74) i per Bakris et al. (114) de I'estudi

RENAAL on es conclou que per cada increment de 10 mmHg de la pressio arterial
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sistolica, el risc d’insuficiéncia renal cronica terminal o mort augmenta un 6,7%. En
els pacients diabétics de tipus 2, la pressio arterial sistdlica és un predictor molt
més fort de complicacions renals que no pas la pressié arterial diastolica (28, 114).

6) Hb(San)—Hemoglobina A1c; fr.subst. com a marcador del control de la
concentracié de glucosa en plasma. La glicosilacié de 'hemoglobina en pacients
diabétics amb patologia renal és menor que en la resta de pacients. Inaba et al.
(115) analitzen aquesta problematica i proposen avaluar el control de la
concentracié de la glucosa en sang dels pacients en hemodialisi mitjancant
'albamina glicosilada (glicoalbumina). Tot i aix0, els resultats que presentem no es
troben afectats per aquest fet perqué comparen Unicament pacients diabétics entre
Si.

7) Srm—Albumina; c.massa i San—Eritrocits; fr.vol.(hematocrit), com a marcadors de
I'estat nutricional. Coincidint amb els nostres resultats, Keane et al. van identificar
la hipoalbuminémia i 'anémia com a predictors de desenvolupament d’insuficiéncia
renal cronica terminal (101-102). Les guies de la National Kidney Foundation
també associen la concentracié baixa d’albumina en el sérum amb una major
progressié de la malaltia. La correccié de I'anémia sembla que també podria
millorar el curs de la nefropatia (83).

8) Srm—~Colesterol; c.subst. i Srm—Triglicérid; c.subst. com a marcadors de
dislipeémia i també el tabaquisme com a factor de risc d’ateroesclerosi. La terapia
dirigida a la disminucié de la concentracio de lipids també sembla que ajuda a
disminuir la progressié de la nefropatia, aixi com el tabaquisme té un efecte
perjudicial (83). Cap d’aquestes magnituds s’ha relacionat amb la progressié de la
nefropatia a la nostra mostra.

9) Tractament farmacologic amb IECA i/o ARA-Il. S’ha demostrat que la inhibicié de
I'enzim convertidor d’angiotensina o el bloqueig del receptor d’angiotensina Il sén
intervencions efectives per reduir la progressio de la nefropatia (83).

10) index de massa corporal (IMC).

Al nostre treball, disposem del seguiment anual de les seglents magnituds:
Pac(Uri)—Excrecié de proteina; cabal massa(24h), la tensié arterial sistdlica i la
diastolica, Srm—~Colesterol; c.subst. i Hb(San)—Hemoglobina A1c; fr.subst. Pels
models de regressié s’ha valorat la inclusié de la seva mesura basal, de la mitjana de
totes les mesures recollides i de la integral de la corba que conformen tots els punts o
AUC. Per les variables de control resulta altament informatiu saber si entre el punt
inicial i el final el pacient ha estat sotmés a unes concentracions de colesterol en el

plasma, per exemple, especialment elevades. El calcul de I'area sota la corba i de la
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mitjana intenten reflectir aquest fet. Conceptualment és diferent dels criteris per valorar
la progressiéo on només hem pres el punt inicial i el final precisament perqué els punts
intermedis sén majoritariament progressius cap al punt final. Per la majoria de les
magnituds, l'area sota la corba és la que mostra una relacié estadisticament més
significativa amb la progressio de la nefropatia i aquesta troballa és consistent amb el
fet que 'AUC és el calcul més aproximat del temps real que ha estat cada pacient

sotmés a unes determinades concentracions de risc.

Les magnituds que han resultat estadisticament significatives amb la progressioé de la
nefropatia son el sexe, 'MDRD basal, 'AUC de I'excrecié de proteina en orina de 24
hores, 'hematocrit i TAUC de la tensié arterial sistolica; i només en algun cas: I'edat i
Srm—Albumina; c.massa. Aquests resultats sén consistents amb un treball publicat
per Keane et al. (101) que van estudiar alguns factors de risc independents de
progressié de la nefropatia fins a insuficiencia renal terminal. Van concloure que
I'excreci6 urinaria d’albumina, la concentracié d’hemoglobina i la concentracié en el

plasma d’albumina i de creatinina eren clars factors de risc de progressio.

Pel que fa al tractament farmacologic, no s’ha observat que estigui relacionat de forma
significativa ni amb la progressi6 de la nefropatia a la regressié univariant, ni formant
interaccid amb els genotips (dades no mostrades). Som conscients que el disseny
d’aquest estudi impedeix emetre conclusions fermes pel que fa al tractament
farmacologic. L’estudi esta limitat per la manca d’informacié sobre el tractament que
els pacients han rebut a I'atencié primaria: desconeixem si han rebut tractament previ
amb IECA i ARA-II que s’hagués suspes abans de la primera visita a I'especialista, les
dosis progressives de la medicacié ni els criteris que han obeit els metges per
adjudicar el tractament. De totes formes, per estudiar la interaccié del tractament
farmacologic i els polimorfismes genétics amb objectivitat, cal un estudi aleatori,
prospectiu i controlat per totes les variables que poden afectar la progressié, amb un
coneixement estricte de les dosis administrades a cada malalt com és el cas de I'estudi
RENAAL (30).

L’efecte genétic i els al-lels de risc

El segon objectiu d’aquesta tesi és avaluar si els polimorfismes genétics tenen alguna
influéncia sobre la progressid de la nefropatia en pacients diabétics de tipus 2. Per a
aixd, s’han dut a terme regressions lineals multiples i regressions de Cox. Hem trobat
una relacié estadisticament significativa entre la progressié i la combinacié formada
pels polimorfismes I/D de 'ACE1, p.M235T del gen AGT i ¢.186+2053G>A de 'ACE?2.
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Dels models de regressio de Cox independents per a cada polimorfisme, unicament en
I'estudi del risc que té un pacient de disminuir a la meitat el seu MDRD, l'al-lel D del
polimorfisme I/D de 'ACE1 ha mostrat un efecte estadisticament significatiu sobre la
progressié de la nefropatia. En l'estudi del risc que té un pacient de doblar la
concentracié de creatinini en el plasma, no s’ha trobat cap relacié estadisticament
significativa amb els polimorfismes. | finalment pel que fa al risc que un pacient passi al
seglent estadi d’insuficiéncia renal cronica, s’ha obtingut una relacié significativa amb
el polimorfisme ¢.1542-361C>G del gen ACEZ2 unicament en les dones. No obstant,
considerem aquest efecte sense validesa, donat que només s’observa en les dones
amb genotip GG respecte les que tenen genotip CC i quan afegim les dones
heterozigotes GC l'efecte es perd completament. Pel que fa a les regressions lineals
multiples efectuades pels quatre criteris d’avaluacié de la progressié restants,
s’observa una relacié estadisticament significativa entre el pendent de disminucio
d’'MDRD i els polimorfismes p.M235T de 'AGT, c.186+2053G>A i c.1542-361C>G de
'ACE2 —els dos darrers Unicament en els homes—.

El mateix estudi es va realitzar escollint els pacients que van arribar a la primera
consulta de l'especialista amb una velocitat de filtracié glomerular superior a 60
mL/min/1,73 m? (és a dir, quedaven fora els que presentaven un MDRD entre 30 i 60
mL/min/1,73 m?). Amb aquest nou criteri d’inclusié, el nombre d’individus va disminuir
fins a 123; hom podria pensar que la disminucié de la n portaria a una disminucié de la
significacio estadistica, pero precisament es va trobar I'efecte contrari. El polimorfisme
I/D mostra un efecte sobre la diferéncia anual relativa d’MDRD i de creatinini. El
polimorfisme p.M235T es troba fortament relacionat amb la progressié amb tots quatre
criteris. El polimorfisme ¢.186+2053G>A en els homes mostra un efecte sobre la
diferencia anual relativa d’MDRD i de creatinini i sobre el pendent dMDRD, mentre
que el polimorfisme ¢.1542-361C>G en els homes esta relacionat de forma
significativa unicament amb el pendent d’MDRD. A la vista d’aquests resultats, podem
afirmar que l'efecte genétic s’observa millor en els pacients que arriben a la consulta
del nefroleg amb una filtracié glomerular encara conservada. Probablement les
complicacions propies de la insuficiéncia renal cronica emmascaren |'efecte que tenen
els polimorfismes quan aquesta progressa cap a estadis superiors. No hem d’oblidar
que ens trobem davant d’'una malaltia molt complexa on intervenen tant determinants
genetics com ambientals, i és poc probable trobar associacions individuals molt fortes

amb la progressio de la nefropatia.
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Respecte als al-lels que confereixen risc de progressié de la nefropatia hi ha una
coincidéncia absoluta amb tots 7 criteris estudiats. Els al-lels de risc de progressio son:
D del polimorfisme I/D del gen ACE1, M del polimorfisme p.M235T del gen AGT, A del
polimorfisme ¢.186+2053G>A i G del polimorfisme ¢.1542-361C>G del gen ACEZ2. Els
altres dos polimorfismes estudiats (g.1166A>C del gen AGTR1 i ¢.439+4C>T del gen

ACE?2) no presenten cap relacié amb la progressio.

Coheréncia dels resultats dels diversos criteris per avaluar la progressié

Tot i que és esperable que hi hagi un cert grau de coheréncia entre tots els resultats,
no disposem d’eines estadistiques que ens permetin assegurar quin dels 7 criteris que
hem emprat estima millor la progressido de la nefropatia. Per altra banda, de les
variables de control que s’han contemplat, la proteinuria és la que esta més fortament
relacionada amb la progressié de la nefropatia cap a insuficiéncia renal terminal (82,
102). Els resultats que hem presentat coincideixen a subratllar aquest fet. Pensem que
un criteri per escollir el calcul que millor avalua la progressié podria ser aquell per al
qual en l'estudi de regressio es produeix una relacio més estreta entre la variable
Pac(Uri)—Excrecié de proteina; cabal massa(24h) i la progressi6. Si seguim aquest
plantejament, trobem que ambdues variables presenten la relacié estadisticament més
significativa quan es valora la progressié mitjangant el pendent 'MDRD (p=5,0x10™%),
superior inclus als models de regressié de Cox.

Tal com esta dissenyat el present estudi, els criteris que avaluen el risc mitjangant
regressions de Cox tenen una limitacidé que les regressions lineals no tenen: no
disposem de la data exacta en la qual té lloc I'esdeveniment estudiat, ja sigui el
moment en el qual es dobla la concentraciéo de creatinina basal, es disminueix a la
meitat 'MDRD o bé es canvia d’estadi d’insuficiéncia renal. Els pacients tenen un
seguiment anual per part del nefroleg i en el temps intermedi no disposem de cap
informacié. Aquesta limitacié que distorsiona els temps recollits pot explicar en part la
manca de significaci6 estadistica tant en I'estudi incloent unicament els pacients amb

filtracié glomerular conservada, com amb les combinacions dels al-lels.

Comparacié amb la bibliografia

Dels estudis genétics que avaluen la progressio de la nefropatia en el pacient diabétic,
el polimorfisme I/D de 'ACE1 és el més ampliament investigat. Encara que molts
estudis han aportat evidéncies que l'allel D confereix risc al desenvolupament i
progressié de la nefropatia diabética, també han estat publicats alguns resultats
conflictius encara que poc nombrosos (116, 117). S’han dut a terme una gran quantitat

d’estudis buscant gens candidats, pero fins al moment, el gen ACE1 és I'inic ben
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caracteritzat que roman associat amb la patogénesi i progressio de la malaltia renal
cronica. El genotip Il és protector contra el desenvolupament i progressié de nefropatia
diabética (36, 74). En un estudi amb 3126 pacients de raga blanca, es va demostrar
que aquest polimorfisme prediu la probabilitat dels pacients diabétics de tipus 2 de
desenvolupar insuficiéncia renal cronica terminal (74).

Tien et al. (75) van dur a terme un estudi prospectiu observacional amb 525 pacients
diabétics de tipus 2 taiwanesos. Van concloure que I'allel D conferia risc de progressio
de la nefropatia unicament en les dones, mentre que no van trobar cap relacié ni amb
homes ni amb dones pel que fa al polimorfisme p.M235T. Coll et al. (117) van estudiar,
en una poblacié molt semblant a la nostra, el temps que van trigar 104 pacients a
arribar a insuficiéncia renal cronica terminal. Al contrari que nosaltres, no van trobar
diferencies pel que fa al polimorfisme I/D ni p.M235T, i en canvi si que en van trobar
pel polimorfisme g.1166A>C. Adjudiquem aquestes discordances a la diferent seleccio
de pacients, donat que unicament van incloure els de pitjor pronostic, que ja estaven
en tractament renal substitutiu.

Pel que fa a I'expressié geénica, en un estudi recent es va comparar I'expressié de
diversos gens del sistema renina-angiotensina (entre els quals es trobaven els quatre
estudiats en el nostre treball) i van veure que 'expressié génica de 'ACE1 era I'iinica
que estava augmentada en pacients diabetics amb nefropatia respecte altres pacients

no diabétics també amb nefropatia (118).

En canvi, respecte als polimorfismes p.M235T del gen AGT i g.1166A>C del gen
AGTRI1, tot i haver estat també extensament estudiats, existeix forga contradiccié entre
els resultats publicats.

El genotip TT del polimorfisme del gen AGT, va ser inicialment relacionat amb risc
d’hipertensié (70) i risc de progressié de la nefropatia. En canvi, Jacobsen et al. (73)
han identificat un efecte combinat entre els al-lels D (ACE1), M (AGT) i A (AGTRT) en
la progressid de la nefropatia en un estudi amb 169 diabetics de tipus 1. La
divergéncia respecte als nostres resultats pel que fa al polimorfisme g.1166A>C
probablement és deguda a que no van considerar I'establiment d’'un criteri previ de
seleccio dels al-lels de risc. Pel que fa al polimorfisme de 'AGT, aquests resultats son
consistents amb els presentats per Osawa (72), el qual demostra que l'al-lel M esta
relacionat amb concentracions clarament més elevades d’mRNA de I'angiotensinogen
al rony6 de pacients sans. Lovati et al. (86) troben un efecte més gran del polimorfisme
I/D de TACE1 sobre la progressié de nefropatia en preséncia del genotip MM (AGT).
Aquests fets coincideixen a corroborar els resultats presentats en aquesta tesi on hem

considerat que l'al-lel M confereix un pitjor pronostic.
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La maijoria de treballs publicats sobre el polimorfisme g.1166A>C de TAGTR1 no han
aconseguit confirmar la possible associaci6 amb la progressié. Tal i com ja s’ha
comentat, Osawa no troba cap relaci6 amb la nefropatia, mentre que Jacobsen
documenta l'existéncia d’un efecte combinat entre TACE1, TAGT i TAGTR1. Yoshida et
al. (76) van fer un estudi de seguiment de 10 anys incloent 168 pacients diabétics de
tipus 2 i van dividir els pacients en dos grups en funcié de si al final de I‘'estudi la
nefropatia havia progressat lleument o bé greument —fins a dialisi—. Van relacionar els
dos grups amb el genotip dels polimorfismes: I/D de 'ACE1, p.M235T de 'AGT i
g.1166A>C de 'AGTR1. No van observar diferéncies en la freqliéncia genotipica dels
dos darrers polimorfismes, perd si que van objectivar un efecte del primer dels
polimorfismes: en els pacients amb decrement de la funcié renal, aquells amb genotip
DD presentaven un temps des de linici de la diabetis fins a linici de dialisi
significativament més curt que els portadors de I'al-lel I. De la mateixa manera, Hadjadj
et al. tampoc no van trobar cap relacio entre els esdeveniments renals i el polimorfisme
p.M235T (74) en un estudi amb 310 pacients diabétics de tipus 1.

Els polimorfismes de 'ACE2 no havien estat mai estudiats en la progressié de la
nefropatia.

De les discrepancies que existeixen entre els diversos estudis, és evident que els

polimorfismes del RAS no sén marcadors simples de malaltia renal.

Conclusions principals

Tornant als resultats presentats en aquest treball, les combinacions dels al-lels de risc
estadisticament més significatives son les relacionades amb el pendent de 'MDRD. La
combinacié que estima amb més precisié la progressio de la nefropatia esta formada
pels al-lels D (I/D), M (p.M235T) i A (c.186+2053G>A) en els pacients amb la velocitat
de filtraci6 glomerular conservada. Per cada al-lel de risc addicional, el pendent
d’'MDRD varia -0,86 mL/min/1,73 m? cada any (p=0,0005). Tenir els 6 al-lels de risc
respecte no tenir-ne cap, explica una variacid6 anual del pendent dMDRD de -5,2
mL/min/1,73 m?.

De mitjana, un individu amb un MDRD de 65 mL/min/1,73 m? trigaria a arribar a estadi
d’insuficiéncia renal cronica terminal (MDRD< 15 mL/min/1,73 m?) menys de 10 anys si

té els sis al‘lels de risc, i probablement no hi arribaria mai si no en té cap.

L’avaluacié de la interaccié geneética mitjangcant la suma dels al-lels de risc va ser
introduida per Jacobsen et al. (73). Aquest criteri té dues limitacions i és que assumeix
que cada polimorfisme té el mateix pes sobre I'efecte de la progressié de la nefropatia i

a més a més, pels polimorfismes que es troben al cromosoma X els homes s’han
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hagut de considerar homozigots amb dues aportacions al-léliques per poder-los sumar
a la resta de la poblaci6. Per poder combinar 6 polimorfismes, s’ha de tenir un nombre
suficient de pacients dins de cada possible combinacié de genotips, i amb 320
pacients no ha estat possible. Donada aquesta dificultat, el criteri utilitzat per Jacobsen
et al. pot ser una bona aproximacio.

El polimorfisme ¢.1542-361C>G del gen ACE2 no sembla tenir un paper destacat en la
progressié de la nefropatia; quan s’inclou a les combinacions d’al-lels de risc, I'efecte
maxim que s’explica per la genética disminueix lleugerament. No obstant, el fet que
per una banda existeixi una relacié estadisticament significativa amb el pendent
d’'MDRD i per una altra compleixi els criteris d’inclusio per I'estudi combinat dels al‘lels
en quatre de les set avaluacions de la progressio, sembla indicar certa influéncia sobre
la progressié de la insuficiencia renal cronica, encara que inferior al polimorfisme
c.186+2053G>A.

Anotacions finals de I’estudi de la progressio

Per concloure la discussié de I'estudi de la influéncia genética en la progressio de la
nefropatia, voldriem afegir els dos comentaris seguents:

En primer lloc, sorpren la manca de reproductibilitat en el grup de dones dels resultats
obtinguts pels polimorfismes del gen ACE2 en els homes. No és que presentin efectes
contraris, sind que a les dones no s'observa cap efecte sobre la progressio de la
nefropatia. Aquest fenomen ja el trobavem a l'estudi de la mortalitat dels pacients
diabétics de tipus 2 en dialisi. De fet, a algunes de les regressions individuals, el sexe
apareix com a variable de control estadisticament significativa; concretament ser dona
protegeix de la progressio de la nefropatia, i aquesta troballa és consistent amb la
bibliografia disponible (83, 86). Com que la progressié és menor en les dones, podria
ocasionar que costés més observar 'efecte genétic. No hem d’oblidar que el gen es
troba al cromosoma X; ja hem apuntat anteriorment que la diferent aportacio
genotipica juntament amb la n podrien ser-ne, en part, la causa. El fet que els efectes
dels polimorfismes genétics sobre la progressio de la nefropatia depenguin del sexe ja
s’ha descrit préviament (72, 75). Tot i que I'estudi de la influencia del sexe en I'efecte
genétic no era un dels objectius d’aquesta tesi, hem fet una analisi de regressio
multiple separant sexes pels altres dos polimorfismes (ACE1 i AGT) i no hem obtingut
resultats que facin pensar que I'efecte genétic només s’observi en un dels dos sexes
(dades no mostrades).

En segon lloc, per tancar la discussié d’aquest apartat, resulta interessant assenyalar
que s’ha observat una manca de coheréncia en I'efecte d’homozigots i heterozigots en

forca regressions. Es esperable que I'efecte dels homozigots per a al-lels considerats
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de risc sigui major al dels heterozigots, pero en la majoria de casos, aquesta gradacio
no s’ha donat. Aquest fenomen s’ha observat també en els resultats presentats per
altres autors on també estudien algun dels polimorfismes que hem inclds en el treball
(52, 76). De totes formes, els efectes d’homozigots per a l'al-lel de risc i heterozigots

son similars.

ESTUDI DE LA SUSCEPTIBILITAT A DESENVOLUPAR NEFROPATIA

Aquesta tesi presenta també els resultats obtinguts en un estudi preliminar que
s’ocupa de valorar la influencia dels polimorfismes genétics sobre la susceptibilitat que
tenen els pacients diabétics de tipus 2 a desenvolupar nefropatia.

Es tracta d'un estudi de casos control: és un disseny epidemioldgic no experimental
—basat en I'observacio— on la poblacié de diabetics de tipus 2 s’ha seleccionat per
l'efecte final: tenir nefropatia —casos— o no tenir-ne —controls—. Ambdds grups
provenen de la mateixa poblacié de pacients diabétics de tipus 2 que busquen
assisténcia al mateix centre hospitalari. Per tant es compleix el principi fonamental
d’aquest tipus d’estudis on els controls han de representar la poblacié en la que
s’originen els casos.

Com a controls s’han inclds 69 pacients diabetics de tipus 2 que no presentaven
signes de nefropatia. | com a casos s’ha incorporat una seleccié de 227 pacients
diabétics de tipus 2 amb nefropatia establerta que tinguessin la mateixa distribucio
d’edat i sexe que el grup de controls.

S’han incldos les mateixes variables de control que vam emprar per l'estudi de la
progressié de la nefropatia, sempre que la informacié disponible de les histories
cliniques ho ha permés: tensid arterial sistolica i diastolica, tabaquisme, index de
massa corporal, Srm—Albumina; c.massa, San—Eritrocits; fr.vol.(hematdcrit),
Hb(San)—Hemoglobina A1c; fr.subst. i Srm—Colesterol; c.subst.

No s’ha observat que els polimorfismes estudiats tinguin cap relaci6 amb la
susceptibilitat a desenvolupar nefropatia en els pacients diabétics de tipus 2.

Som conscients que el disseny d’aquest treball no permet emetre conclusions fermes
al respecte i per aixd0 hem expressat en tot moment que es tracta d’'un estudi
preliminar. En un estudi de casos-controls, el hombre de controls ha de ser com a
minim similar al de casos, i aquesta proporcié no es compleix amb el nostre disseny.
La principal limitaci6 de l'estudi rau precisament en la dificultat que hem tingut per
augmentar la quantitat de controls. Els controls ideals serien aquells pacients diabétics
de tipus 2 que es visiten a centres d’atencidé primaria de la mateixa area perqué no
presenten complicacions derivades de la malaltia, i per tant no estan controlats pels

especialistes de I'hospital. Cal dir que inicialment vam realitzar aquest estudi mantenint
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el mateix nombre de casos que de controls (és a dir, 69 pacients en cada grup) pero
no vam obtenir efectes estadisticament significatius dels polimorfismes sobre la
susceptibilitat a desenvolupar nefropatia. Vam pensar que la n era massa petita i vam
ampliar-la perd unicament dels casos, perque no disposem de més controls.

Per millorar el disseny d’aquest estudi hauriem de treballar conjuntament amb els

centres d’atencié primaria per reclutar més controls.

Comparacié amb la bibliografia

Ahluwalia et al. (80) han desenvolupat un estudi de casos-controls per avaluar la
relacié entre 7 variants de polimorfismes del RAS i la susceptibilitat a desenvolupar
nefropatia en 440 pacients diabétics de tipus 2 originaris del sud-est asiatic. Troben un
risc més alt de nefropatia en els pacients amb al-lels D (I/D de TACET), T (p.M235T de
FAGT) i C (g.1166A>C de TAGTRT1) que s’incrementa si es troben en interaccio.

Osawa et al. (72) van dur a terme un estudi amb 747 casos de nefropatia i 557 controls
tots ells diabétics de tipus 2 provinents del Japé i van buscar I'associacié amb diversos
polimorfismes de gens del RAS aixi com també I'expressié génica de I'AGT en funcio
del polimorfisme p.M235T. Van concloure que l'al-lel D del polimorfisme I/D i I'al-lel M
del p.M235T conferien susceptibilitat a nefropatia diabética, especialment en les
dones. Contrariament, no van observar cap relacié amb el polimorfisme g.1166A>C.
Van concloure, també, que la interaccidé entre diversos polimorfismes no és sinérgica
perd si additiva. | finalment van demostrar que en pacients sans, lallel M del
polimorfisme p.M235T esta associat a una major expressié de I'enzim en teixit renal.
L’efecte del genotip DD sobre el risc de desenvolupar nefropatia en les dones també
s’ha documentat en altres articles (119). Un metanalisi que inclou 14727 individus va
mostrar que els diabétics amb genotip Il tenien un 22% de risc menys de desenvolupar
nefropatia diabética que no pas els portadors de I'al-lel D (120). | finalment, un estudi
amb un total de 69 pacients diabétics de raga blanca, va trobar una major prevalenca
del genotip TT (AGT) entre els casos (malaltia renal terminal) que entre els controls
(86).

El risc de desenvolupar nefropatia diabética ha estat estudiat també en els pacients
diabétics de tipus 1. Hadjadj et al. (74) van trobar relacio entre 'al-lel D i I'establiment
de nefropatia, perd no van poder demostrar cap efecte del polimorfisme p.M235T. Van
trobar una associacié entre el sexe masculi i el desenvolupament de nefropatia, aixi
com també nosaltres observem un pitjor pronodstic en els homes quant a progressio de
la malaltia. Pel que fa al polimorfisme g.1166A>G, els homozigots AA tenen un risc

superior de desenvolupar la nefropatia, el qual esta incrementat en els fumadors (52).
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Pel que fa als polimorfismes de 'ACE2, Frojdo et al. (68) han realitzat un estudi amb
365 casos i 458 controls, tots ells diabétics de tipus 1 finlandesos, intentant relacionar
la susceptibilitat a patir nefropatia amb alguns polimorfismes, entre ells el c.439+4C>T

i el c.1542-361C>G, i no han trobat cap associacid estadisticament significativa.

Resum i comentari final

En resum, els resultats del present treball posen de manifest que els polimorfismes 1/D
del gen ACE1, p.M235T de 'AGT, ¢c.186+2053G>A i en menor importancia c.1542-
361C>G del gen ACEZ2 influeixen en la mortalitat dels pacients diabétics de tipus 2 en
dialisi i en la progressido de la nefropatia una vegada ja esta establerta, i que els
polimorfismes implicats actuen conjuntament per produir I'efecte final. Per contra, no
hem pogut demostrar que estiguin relacionats en la susceptibilitat a desenvolupar la
nefropatia.

Els al-lels que confereixen risc de mortalitat en dialisi son el D (ACE1), M (AGT) i G
(c.186+2053), mentre que els al-lels que confereixen susceptibilitat en la progressié de
la nefropatia sén el D (ACE1), M (AGT) i A (c.186+2053). Es notori el fet que I'al-lel de
risc de mortalitat del polimorfisme ¢.186+2053 de I'ACE2 no es correspongui amb
I'al-lel de risc de progressié. A més a més, l'allel de risc de l'altre polimorfisme de
'ACE2 que mostra també un cert efecte — ¢.1542-361C>G—, tampoc no coincideix: per
a la mortalitat és el C, mentre que per la progressio és el G. Davant del que sembla
una incongruéncia, hem de dir que els resultats dels dos estudis no tenen per qué
coincidir ja que s’avaluen esdeveniments completament diferents. El polimorfisme que
en un inici pot ser protector per a un fenomen, pot ser que posteriorment sigui
desencadenant d’un altre fenomen. Es evident que manca per conéixer amb molta
meés profunditat la funcié de I'enzim convertidor d’angiotensina Il de tipus 2 i I'efecte
concret que provoquen els polimorfismes del seu gen per entendre el paper exacte
que juga en les complicacions dels pacients diabétics de tipus 2. De totes formes, la
seva implicacié en la mortalitat i en la progressio ja sigui de forma directa o indirecta —

reflectint I'efecte d’un altre polimorfisme de I'haplotip— és un fet.

121






6. CONCLUSIONS






Conclusions

Estudi de la influéncia genética sobre la mortalitat en dialisi de pacients
diabétics de tipus 2:
1. Dels polimorfismes del RAS estudiats individualment, unicament I'l/D (ACET), i el

p.M235T (AGT) presenten efectes estadisticament significatius sobre la mortalitat.

2. Els resultats d’aquesta tesi suggereixen que els polimorfismes I/D (ACET),
p.M235T (AGT), c.186+2053G>A, i c.1542-361C>G (ACE2) combinats entre ells,
tenen un paper significatiu en el risc de mortalitat, i que els al-lels que confereixen

aquest risc son D, M, G i C, respectivament.

3. La combinacié de polimorfismes que millor estima el risc de morir és la formada
per I/D, p.M235T i ¢.186+2053G>A. El risc relatiu de morir es multiplica per 1,5
(p=0,002) per cada al-lel de risc addicional, de forma que els pacients amb els sis
al-lels tenen un risc de morir 11 vegades més alt que els pacients que no tenen cap

allel de risc. La corba de supervivencia coincideix a assenyalar aquest fet.

4. Els polimorfismes g.1166A>C (AGTRT) i c.439+4C>T (ACE2) no semblen estar

relacionats amb la mortalitat dels pacients estudiats.

Estudi de la influéncia genética sobre la progressié de la nefropatia en pacients

diabétics de tipus 2:

5. Els diversos criteris emprats per avaluar la progressio de la nefropatia han aportat
resultats coherents, encara que amb diferent significacié estadistica. Proposem I'is
del pendent de 'MDRD per ser el que ha mostrat una relacié més intensa amb
I'excrecio diaria de proteina en orina, la magnitud que bibliograficament més s’ha

relacionat amb la progressio.

6. Quan s’estudien de forma individual, s’ha observat un efecte estadisticament
significatiu dels polimorfismes p.M235T (AGT), ¢.186+2053G>A i c.1542-361C>G
(ACE2) —els dos darrers unicament en els homes— sobre el pendent de la velocitat

de filtracié glomerular.

7. La combinacié dels polimorfismes I/D (ACET), p.M235T (AGT), c.186+2053G>A, i
€.1542-361C>G (ACE2) influeixen en la progressié de la nefropatia en pacients
diabétics de tipus 2. Aquest efecte és més evident en els pacients amb una VFG

conservada a la primera visita al centre hospitalari, i especialment en els homes.
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8. La combinacié de polimorfismes que millor estima el risc de progressié de la
nefropatia és la formada per I'l/D, el p.M235T i el c.186+2053G>A. En els pacients
amb VFG conservada, per cada al‘lel de risc addicional —D, M i A, respectivament—
el pendent d’'MDRD varia -0,86 mL/min/1,73 m? anualment (p=0,0005). Es a dir, el
fet de tenir els 6 al-lels de risc respecte no tenir-ne cap, explica una pérdua anual
de la VFG de -5,2 mL/min/1,73 m?.

9. Els polimorfismes g.1166A>C (AGTR1) i c.439+4C>T (ACE2) no semblen estar

relacionats amb la progressié de la nefropatia dels pacients estudiats.

Estudi de la influéncia genética sobre la instauracié de la nefropatia en pacients
diabétics de tipus 2:
10. Amb el disseny realitzat en aquesta tesi, no hem pogut evidenciar cap efecte

genetic en la instauracié de la nefropatia.
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Annex

A. Férmula del decrement relatiu anual de la VFG

L’objectiu és trobar un unic valor en percentatge que il-lustri la disminucié de la
velocitat de filtracié glomerular cada any.

Per cada individu partim d’'una velocitat de filtracié glomerular basal (MDRDg), uns
anys de seguiment (x) i una diferéncia relativa percentual anual de la velocitat de
filtracié glomerular (dif relat anual, d).

Quan hagi transcorregut un any, la filtracié glomerular sera MDRDg.s i es pot
expressar com:

d x MDRD,

MDRD,,, = MDRD, + = MDRD, (1 + %)

Quan hagin transcorregut dos anys, la filtraci6 glomerular sera MDRDg., i es pot
expressar com:

MDRD, ., = MDRD,[1+-)+ MDRD, (1+--\x -
100 100" 100

traient factor comu:

2

MDRD, ., = MDRD,[1+-\x(1+-%_) = mprD, 1+
100 100 100

Aixi doncs, de forma general, quan hagin transcorregut tots els x anys de seguiment, la

filtracié glomerular sera MDRDg.x = MDRDE i es pot expressar com:

X

MDRD, = MDRDB(I +%)

Aillant d, que és el que estem buscant, obtenim:

X

MDRD, _( d
MDRD, ( 100)

1/x

MDRD,\ " _(  d
MDRD, 100

1

MDRDF anys seguiment (x)
MDRD,

dif relat anual (d) = ( -1{x100
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B. Regressions lineals multiples mesurant la progressié de la
nefropatia amb la concentracié de creatinini en el plasma

Es segueix el mateix esquema desenvolupat per als altres criteris d’avaluacié de la
progressié de la nefropatia que tenen en compte la velocitat de filtracid glomerular
estimada (apartat 4.1.3.2).

A les taules 52-69 es troben resumides les regressions per a cada polimorfisme i per
cada un dels dos criteris que empren el Srm—Creatinini: la diferéncia relativa i el
pendent anual. A les mateixes taules es poden consultar també les regressions del
subgrup de pacients que van arribar a la primera consulta al nefroleg amb una velocitat
de filtracié glomerular = 60 mL/min/m?..

Pel que fa als polimorfismes de 'ACE2, només hi ha 37 dones amb MDRD basal = 60
mL/min/1,73 m? Aquest nombre és insuficient per dur a terme regressions lineals
multiples perqué podria estar produint distorsions en els coeficients de regressio:
només hi ha 5 dones amb genotip AA pel polimorfisme ¢.186+2053G>A, 2 dones amb
genotip TT pel polimorfisme ¢.439+4C>T i 7 dones amb genotip GG pel polimorfisme
€.1542-361C>G. Per aixd s’han agrupat les portadores dels al-lels A, T i G,

respectivament.

S’observen resultats similars als obtinguts pels altres criteris presentats a I'apartat de
resultats 4.2.2: de tots els polimorfismes estudiats, I'l/D de ACET i el p.M235T de
'AGT mostren un efecte significatiu sobre la progressié de la malaltia en el grup de

pacients que arriben al Servei de Nefrologia amb una velocitat de filtracid glomerular

conservada. En aquest grup de pacients, quan valorem I'efecte de l'al-lel que indueix
una major progressio respecte el genotip que protegeix, observem que pel que fa al
polimorfisme 1/D, els pacients portadors de l'al'lel D respecte als que tenen genotip I,
presenten un augment anual de la concentracié de creatinini en el plasma de 8,1
mmol/L més (0,2-16,0; p=0,045), que representa un increment anual de 3,6 unitats de
percentatge addicional (0,3-6,8; p=0,032). D’altra banda, pel que fa al polimorfisme
p.M235T, els pacients portadors de l'al'lel M respecte als que tenen genotip TT,
presenten un augment anual de la concentracié de creatinini en el plasma de 8,5
mmol/L més (0,9-16,1; p=0,028), que representa un increment percentual anual de 4,1
addicional (1,0-7,2; p=0,011).
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Polimorfisme I/D del gen ACE1

Variables de la regressié Model 1 (n=320) Model 2 (n=123)

B (IC 95%) P B (IC 95%) P
ACE 1 (DD vs ll) 1,1(-3,4 a5,6) 0,633 29(-0,7a6,4) 0,111
ACE 1(ID vs Il) 1,6 (-2,8 a 5,9) 0,488 42(0,7a78) | 0019
Srm—_Creatinini basal 0,07 (0,01 2 0,13) 0,017 - -
Hematocrit (%) - - -0,4 (-0,7a-0,1) | 0,019
Excreci6 de proteina AUC 43(3,3a5,2) 1,3x10" | 5,3(4,3a6,4) |94x10"
Tensio arterial sistolica AUC | 0,11 (0,02a0,20) | 0,021 - -

Taula 52. Coeficients de regressio B, interval de confianca del 95% i significacio estadistica del genotip i
de les variables de control significatives del model 1 (amb tots els pacients) i el model 2 (només amb els
pacients amb MDRD basal =60 mL/min/1,73 m2) que mesuren l'efecte del polimorfisme I/D del gen ACE1

sobre la progressio de la nefropatia mesurada mitjangant la diferéncia anual relativa de creatinini.

Model 1 (n=320) Model 2 (n=123)
Variables de la regressio

B (IC 95%) P B (IC 95%) P
ACE 1 (DD vs ll) 3,1(-9,6 a2 15,9) 0,629 76(-1,0a16,3) | 0,083
ACE 1(IDvs ) 7,9 (-4,6 a 20,4) 0,216 8,5(-0,1a17,1) | 0,052
Edat -0,5 (-1,0 a-0,03) 0,038 - -
Srm—~Creatinini basal 0,27 (0,10 2 0,43) 0,001 - -
Excrecio de proteina mitjana | 15,7 (13,0 a 18,3) | 2,2x10%° | 10,3 (7,9 a 12,8) | 2,0x10™

Taula 53. Coeficients de regressio p, interval de confianca del 95% i significacio estadistica del genotip i
de les variables de control significatives del model 1 (amb tots els pacients) i el model 2 (només amb els
pacients amb I'MDRD basal =60 mL/min/1,73 m2) que mesuren l'efecte del polimorfisme I/D del gen
ACE1 sobre la progressio de la nefropatia mesurada mitjiangant el pendent de creatinini.

Polimorfisme p.M235T del gen AGT

Variables de la regressi6 Model 1 (n=320) Model 2 (n=123)

B (IC 95%) P B (IC 95%) P
AGT (MM vs TT) 2,7(-1,8a7,3) 0,241 3,2(-0,2a6,8) | 0,068
AGT (MTvs TT) 31(-1,2a7,4) 0,165 46(1,3a7,9) 0,007
Srm—Creatinini basal 0,07 (0,01 a 0,13) 0,021 - -
Hematocrit (%) - - -0,4 (-0,7a-0,1) | 0,018
Excrecié de proteina AUC 4,2 (3,3a5,1) 6,3x10" | 52(4,2a6,3) |2,7x10"
Tensio arterial sistolica AUC | 0,12 (0,02 a 0,21) 0,019 - -

Taula 54. Coeficients de regressié (3, interval de confianga del 95% i significacié estadistica de les
variables del model 1 (amb tots els pacients) i el model 2 (només amb els pacients amb 'MDRD basal
=60 mL/min/1,73 m2) que mesuren l'efecte del polimorfisme p.M235T del gen AGT sobre la progressié de
la nefropatia mesurada mitjangant el diferéncia relativa de creatinini.
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Model 1 (n=320) Model 2 (n=123)
Variables de la regressio

B (IC 95%) p B (IC 95%) P
AGT (MM vs TT) 6,3 (-6,7 a 19,3) 0,343 6,6 (-2,1a 15,2) 0,135
AGT (MT vs TT) 6,6 (-5,7 a 18,8) 0,293 9,8 (1,7a17,9) 0,018
Edat -0,5 (-1,1 a-0,04) 0,034 -0,3 (-0,7 a-0,00) | 0,047
Srm—Creatinini basal 0,27 (0,10 a 0,43) 0,001 - -
Excreci6 de proteina mitjana | 15,6 (12,9a18,2) | 1,7x10%° | 10,3 (7,8 a12,7) |2,4x10™

Taula 55 Coeficients de regressio f, interval de confianca del 95% i significacio estadistica de les
variables del mode/ 1 (amb tots els pacients) i el model 2 (només amb els pacients amb 'MDRD basal
=60 mL/min/1,73 m ) que mesuren l'efecte del polimorfisme p.M235T del gen AGT sobre la progressié de

la nefropatia mesurada mitjangant el pendent de creatinini.

Polimorfisme q.1166A>C del gen AGTR1

Variables de la regressio

Model 1 (n=320)

Model 2 (n=123)

B (IC 95%) p B (IC 95%) p
AGTR1 (CC vs AA) 3,8(-3,0a10,6) | 0270 | -15(8,1a51) | 0658
AGTR1 (AC vs AA) 0,9 (-42a25) | 0608 16(-1,1a4,22) | 07242

Srm—Creatinini basal 0,07 (0,01 a 0,13) 0,023 - -
Hematocrit (%) - - -0,3 (-0,6 a-0,01) | 0,042
Excrecié de proteina AUC 4,3 (3,3a5,2) 24x10" | 53(4,2a6,4) |65x10"
Tensio arterial sistolica AUC | 0,11 (0,02 a 0,21) 0,024 - -

Taula 56. Coeficients de regressio p, interval de confianca del 95% i significacio estadistica del genotip i
de les variables de control significatives del mode/ 1 (amb tots els pacients) i el model 2 (només amb els
pacients amb I'MDRD basal =60 mL/min/1,73 m ) que mesuren ['efecte del polimorfisme g.1166A>C del
gen AGTR1sobre la progressié de la nefropatia mesurada mitjancant la diferéncia anual relativa de
creatinini.

Model 1 (n=320) Model 2 (n=123)
Variables de la regressié

B (IC 95%) P B (IC 95%) P
AGTR1 (CC vs AA) 6,4 (-12,8 a 25,6) 0,514 |-2,7(-18,8a13,4) | 0,740
AGTR1 (AC vs AA) -1,6 (-11,1a7,9) 0,737 3,9(-2,5a10,3) 0,227
Edat -0,5 (-1,0 a -0,04) 0,036 - -
Srm—Creatinini basal 0,27 (0,10 a 0,43) 0,002 - -
Excreci6 de proteina mitjana | 15,7 (13,0 a 18,4) | 9,3x10%° | 10,4 (7,92 12,9) |3,4x10™

Taula 57. Coeficients de regressié (3, interval de confianga del 95% i significacié estadistica de les
variables del model 1 (amb tots els pacients) i el model 2 (només amb els pacients amb 'MDRD basal
260 mL/min/1,73 m ) que mesuren l'efecte del polimorfisme g.1166A>C del gen AGTR1sobre la
progressié de la nefropatia mesurada mitjiangcant el pendent de creatinini.
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Polimorfisme ¢.186+2053G>A del gen ACE2 en homes

Model 1 (n=204) Model 2 (n=86)

Variables de la regressié
B (IC 95%) P B (IC 95%) p
c.186+2053G>A (A vs G) 1,1(-1,8a4,1) 0,445 3,5(0,3a6,7) 0,032
Hematocrit (%) -0,4 (-0,7 a-0,2) 0,002 - -
Excrecié de proteina AUC 4,0 (3,0a5,0) 3,5x10™ 4(32a5,5) |[50x10™"
Tensio arterial sistolica AUC | 0,09 (0,01 a 0,18) 0,036 - -

Taula 58. Coeficients de regressio p, interval de confianca del 95% i significacio estadistica del genotip i
de les variables de control significatives del mode/ 1 (amb tots els homes) i el model 2 (només amb els
homes amb I'MDRD basal =60 mL/min/1,73 m ) que mesuren l'efecte del polimorfisme c¢.186+2053G>A
del gen ACEZ2 sobre la progressié de la nefropatia mesurada mitjangant la diferéncia anual relativa de
creatinini.

Variables de la regressi6 Model 1 (n=204) Model 2 {n=86)

B (IC 95%) P B (IC 95%) P
c.186+2053G>A (A vs G) 2,7 (-5,7a11,2) 0,526 3,7(-43a11,7) 0,358
Edat - - -0,5(-0,9 a-0,1) 0,017
Srm—Creatinini basal 0,19 (0,05 a 0,33) 0,008 0,39 (0,05a0,73) | 0,025
Hematocrit (%) -1,0 (1,8 a-0,2) 0,011 - -
Srm—Colesterol AUC 4,9 (0,4a9,5) 0,035 - -
Excreci6 de proteina mitjiana| 9,7 (7,0a12,5) | 7,8x10" | 7,9(5,1a10,6) | 2,7x10”
Tensio arterial sistolica AUC 0,4 (0,1a0,6) 0,006 - -

Taula 59. Coeficients de regressio p, interval de confianca del 95% i significacio estadistica del genotip i
de les variables de control significatives del model del model 1 (amb tots els homes) i el model 2 (només
amb els homes amb I'MDRD basal =60 mL/min/1,73 m ) que mesuren lefecte del polimorfisme
c.186+2053G>A del gen ACE2 sobre la progressié de la nefropatia mesurada mitjangant el pendent de
creatinini.

Polimorfisme ¢.186+2053G>A del gen ACE2 en dones

Model 1 (n=116) Model 2 (n=37)
Variables de la regressio
B (IC 95%) p B (IC 95%) P
c.186+2053G>A (AA vs GG) 1,0 (-11,7a13,7) | 0,875 A vs GG: 0.378
c.186+2053G>A (AG vs GG) 2,2 (-6,0a10,4) 0,597 1,9 (-5,7 2 9,6) ’
Srm—Creatinini basal 0,24 (0,08 a 0,40) | 0,004 | 0,24 (0,09 a 0,40) | 0,003
Excrecié de proteina AUC 54(3,5a73) |[15x107| 54(35a73) | 13x10”

Taula 60. Coeficients de regressio p, interval de confianca del 95% i significacio estadistica del genotip i
de les variables de control significatives del mode/ 1 (amb totes les dones) i el model 2 (només amb les
dones amb 'MDRD basal =60 mL/min/1,73 m ) que mesuren l'efecte del polimorfisme c.186+2053G>A
del gen ACEZ2 sobre la progressié de la nefropatia mesurada mitjangant la diferéncia anual relativa de
creatinini.
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Model 1 (n=116) Model 2 (n=27)
Variables de la regressi6
B (IC 95%) P B (IC 95%) P

c.186+2053G>A (AAvs GG) | -3,0 (-36,8 a 30,7) 0,858 A vs GG: 0.9983
c.186+2053G>A (AG vs GG) | 0,8 (-21,1a22,7) 0,941 -0,0 (-20,5 a 20,4) ’
Srm—Creatinini basal 0,7 (0,3a1,1) 0,002 0,69 (0,27 a 1,1) 0,002
Srm—Albumina - - 3,0 (0,4 a5,6) 0,025
Excrecié de proteina mitjana | 23,5 (18,3 a 28,6) | 1,4x10™"* | 23,4 (18,4 a 28,5) | 1,0x10™

Taula 61. Coeficients de regressio p, interval de confianca del 95% i significacio estadistica del genotip i
de les variables de control s:gmf/catlves del 1 (amb totes les dones) i el model 2 (només amb les dones
amb 'MDRD basal =60 mL/min/1,73 m ) que mesuren l'efecte del polimorfisme c.186+2053G>A del gen
ACE?2 sobre la progressio de la nefropatia mesurada mitjangant el pendent de creatinini.

Polimorfisme ¢.439+4C>T del gen ACE2 en homes

Model 1 (n=204) Model 2 (n=86)

Variables de la regressio
B (IC 95%) P B (IC 95%) P
c.439+4C>T (Cvs T) -0,1 (-3,7a 3,5) 0,942 -0,4 (-3,7a2,9) 0,804
Hematocrit (%) -0,4 (-0,7 a-0,1) 0,004 - -
Excrecio6 de proteina AUC 3,7(28a4,7) |23x10"| 43(3,2a55) |1,6x10"
Tensio arterial sistolica AUC | 0,10 (0,01 a 0,19) 0,027 - -

Taula 62. Coeficients de regressio B, interval de confianca del 95% i significacio estadistica del genotip i
de les variables de control significatives del model del model 1 (amb tots els homes) i el model 2 (només
amb els homes amb I'MDRD basal =60 mL/min/1,73 m ) que mesuren lefecte del polimorfisme
€.439+4C>T del gen ACE2 sobre la progressié de la nefropatia mesurada mitjangant la diferéncia anual
relativa de creatinini.

Variables de la regressié Model 1 (n=204) Model 2 (n=86)

B (IC 95%) P B (IC 95%) P
c.439+4C>T (Cvs T) -0,9 (-11,3a9,5) 0,862 -1,5(-9,5 a 6,5) 0,712
Edat - - -0,5(-0,8 a-0,08) | 0,020
Srm—Creatinini basal 0,20 (0,06 a 0,34) 0,007 0,40 (0,06 a 0,74) | 0,022
Hematocrit (%) -0,9 (1,7 a-0,1) 0,020 - -
Srm—Colesterol AUC 5,3 (0,7a9,9) 0,026 - -
Excreci6 de proteina mitjiana| 9,2 (6,4a11,9) | 3,7x10™ | 7,9(5,1a10,6) | 2,9x10”
Tensio arterial sistolica AUC 0,4 (0,1a0,6) 0,005 - -

Taula 63 Coeficients de regressio f, interval de confianca del 95% i significacié estadistica del genotip i
de les variables de control significatives del model del model 1 (amb tots els homes) i el model 2 (només
amb els homes amb I'MDRD basal =60 mL/min/1,73 m ) que mesuren lefecte del polimorfisme
€.439+4C>T del gen ACE2 sobre la progressié de la nefropatia mesurada mitjancant el pendent de
creatinini.
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Polimorfisme ¢.439+4C>T del gen ACE2 en dones

Model 1 (n=116) Model 2 (n=37)
Variables de la regressio
B (IC 95%) P B (IC 95%) P
€.439+4C>T (CC vs TT) 6,2 (-9,3 a 21,8) 0,427 CCvsT: 0.719
€.439+4C>T (CT vs TT) 5,7 (-10,1 a 21,6) 0,476 1,4 (-6,4a9,3) ’
Srm—Creatinini basal 0,25 (0,09 a 0,40) 0,003 0,25 (0,09 a 0,4) 0,003
Excreci6 de proteina AUC 53(3,4a7,.2) 1,8x107 | 54(3,5a7,2) | 1,5x107

Taula 64. Coeficients de regressio p, interval de confianca del 95% i significacio estadistica del genotip i
de les variables de control significatives del mode/ 1 (amb totes les dones) i el model 2 (només amb les
dones amb 'MDRD basal =60 mL/min/1,73 m ) que mesuren l'efecte del polimorfisme ¢.439+4C>T del
gen ACE2 sobre la progressié de la nefropatia mesurada mitjangant la diferéncia anual relativa de
creatinini.

Model 1 (n=116) Model 2 (n=27)
Variables de la regressi6
B (IC 95%) P B (IC 95%) P

€.439+4C>T (CC vs TT) 20,6 (20,4 a61,5) | 0,322 CCvsT: 0.792
€.439+4C>T (CTvs TT) 27,7 (-14,2a69,5) | 0,193 |-2,8(-23,6 a 18,1) ’
Srm—Creatinini basal 0,7(0,3a1,1) 0,002 0,7 (0,3a1,1) 0,002
Srm—Albumina - - 3,1(0,4a5,7) 0,023
Excrecié de proteina mitjana | 23,3 (18,3 a28,4) | 7,2x10™" | 23,5 (18,4 a 28,5) | 6,1x10™"

Taula 65. Coeficients de regressio p, interval de confianca del 95% i significacio estadistica del genotip i
de les variables de control significatives del mode/ 1 (amb totes les dones) i el model 2 (només amb les
dones amb 'MDRD basal =60 mL/min/1,73 m ) que mesuren l'efecte del polimorfisme ¢.439+4C>T del
gen ACE2 sobre la progressio de la nefropatia mesurada mitjangant el pendent de creatinini.

Polimorfisme ¢.1542-361C>G del gen ACE2 en homes

Model 1 (n=204) Model 2 (n=86)
Variables de la regressié
B (IC 95%) P B (IC 95%) P
c.1542-361C>G (G vs C) 1,4 (-1,6 a 4,3) 0,369 22(-1,0a5,4) 0,168
Hematocrit (%) -0,4 (-0,7 a-0,1) 0,005 - -
Excrecié de proteina AUC 3,8(2,8a4,7) 82x10" | 4,3(3,0a5,5) | 24x10°
Tensio arterial sistolica AUC | 0,10 (0,01 a 0,19) 0,025 - -

Taula 66. Coeficients de regressio p, interval de confianca del 95% i significacio estadistica del genotip i
de les variables de control significatives del model del model 1 (amb tots els homes) i el model 2 (només
amb els homes amb I'MDRD basal =60 mL/min/1,73 m ) que mesuren l'efecte del ¢.1542-361C>G del
gen ACE2 sobre la progressio de la nefropatia mesurada mitjangant la diferéncia anual relativa de

creatinini.
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Variables de la regressié Model 1 (n=204) Model 2 (n=86)

B (IC 95%) P B (IC 95%) P
c.1542-361C>G (G vs C) 4,7 (-3,8 a 13,1) 0,279 3,1(-4,8a10,9) 0,437
Edat - - -0,5(-0,8 a-0,1) 0,020
Srm—Creatinini basal 0,17 (0,03 a 0,32) 0,016 0,40 (0,02a0,70) | 0,040
Hematocrit (%) -1,0 (1,7 a-0,2) 0,013 - -
Srm—Colesterol AUC 5,4 (0,8 a10,0) 0,021 - -
Excreci6 de proteina mitjiana| 9,6 (6,8 a12,4) | 1,6x10™ | 8,7(5,7a11,7) | 1,8x10”
Tensio arterial sistolica AUC 0,4 (0,1a0,6) 0,005 - -

Taula 67. Coeficients de regressio B, interval de confianca del 95% i significacio estadistica del genotip i
de les variables de control significatives del mode/ 1 (amb tots els homes) i el model 2 (només amb els
homes amb 'MDRD basal 260 mL/min/1,73 m ) que mesuren l'efecte del ¢.1542-361C>G del gen ACE2
sobre la progressio de la nefropatia mesurada mitjangant el pendent de creatinini..

Polimorfisme ¢.1542-361C>G del gen ACE2 en dones

Model 1 (n=116) Model 2 (n=37)
Variables de la regressié
B (IC 95%) P B (IC 95%) P
c.1542-361C>G (GG vs CC) 2,9 (-5,4a11,3) 0,486 GG vs C: 0.869
c.1542-361C>G (GC vs CC) 2,3(-9,2a13,8) 0,693 0,9 (-9,9a11,7) ’
Srm—Creatinini basal 0,24 (0,09 a 0,40) 0,003 0,25 (0,09 a 0,4) 0,003
Excreci6 de proteina AUC 54(3,5a7,2) 1,6x107 | 54(3,5a7,2) | 1,4x107

Taula 68. Coeficients de regressio p, interval de confianca del 95% i significacio estadistica del genotip i
de les variables de control significatives del mode/ 1 (amb totes les dones) i el model 2 (només amb les
dones amb I'MDRD basal =60 mL/min/1,73 m ) que mesuren l'efecte del polimorfisme ¢.1542-361C>G del
gen ACE2 sobre la progressio de la nefropatia mesurada mitjangant la diferéncia anual relativa de
creatinini.

Variables de la regressié Model 1 (n=116) Model 2 (n=27)
B (IC 95%) P B (IC 95%) P

c.1542-361C>G (GG vs CC) | 10,0 (-12,52a32,5) | 0,381 GG vs C: 0.967
¢.1542-361C>G (GC vs CC) 1(-26,5 a 34,8) 0,790 | -0,6 (-29,3 a 28,1)

Edat - - -1,3 (-2,6 a -0,0) 0,049
Srm—Creatinini basal 0,7 (0,3a1,1) 0,002 0,7(0,3a1,1) 0,002
Srm—Albdmina 3,1(0,5a5,8) 0,020 3,0 (0,4 a5,6) 0,024
Excreci6 de proteina mitjana | 23,4 (18,3 a 28,4) | 9,5x10" | 23,4 (18,4 a 28,5) | 7,1x10™"°

Taula 69. Coeficients de regressio p, interval de confianca del 95% i significacio estadistica del genotip i
de les variables de control significatives del mode/ 1 (amb totes les dones) i el model 2 (només amb les
dones amb I'MDRD basal =60 mL/min/1,73 m ) que mesuren l'efecte del polimorfisme ¢.1542-361C>G del
gen ACE2 sobre la progressio de la nefropatia mesurada mitjan¢ant el pendent de creatinini.
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Combinacié de polimorfismes

Els possibles al-lels que confereixen risc de progressié més rapida de la nefropatia
prenent com a criteri d’avaluacié la diferéncia relativa anual de creatinini sén: D
(ACET1), M (AGT), A (c.186+2053G>A) i G (c.1542-361C>G). Si es pren el criteri
“pendent de creatinini“, els dos darrers polimorfismes no entren a I'estudi.

Es crea la variable “n° d’al-lels de risc” per cada una de les combinacions possibles de
polimorfismes. Els millors models que s’obtenen de la combinacio de 2, 3 i 4
polimorfismes es troben resumits a les taules 70-72, i s’han efectuat només pels
pacients que van arribar a la primera consulta al nefroleg amb un MDRD > 60
mL/min/m?. Les combinacions obtingudes sén similars a les obtingudes amb el criteri
d’'MDRD, encara que els coeficients de regressio corresponents al n® d’al-lels de risc
s’han estimat amb menys significacié estadistica.

La combinacié de dos polimorfismes que millor estima I'efecte sobre la progressié
de la nefropatia és la formada per ACE1 i AGT, on per cada al-lel de risc de més,
'augment anual de la concentracié de creatinini en el plasma incrementa 3,3 mmol/L i
laugment relatiu de creatinini anual incrementa 1,3 unitats de percentatge. Aixd
significa que un pacient amb els quatre al-lels de risc té& un pendent de creatinini en el
plasma 13,2 mmol/L més alt que un pacient que no tingui cap al-lel de risc.

La combinacié de tres polimorfismes que millor estima 'efecte sobre la progressié
de la nefropatia és la formada per ACE1, AGT i ¢c.186+2053G>A de 'ACE2, on per
cada al-lel de risc de més, 'augment relatiu de creatinini anual és de I'1,1% més. Aixo
significa que un pacient amb els sis allels de risc t& un augment anual relatiu de
creatinini 6,6 unitats de percentatge més gran de mitjana que un pacient que no tingui
cap al-lel de risc. Si la combinacio de tres polimorfismes només la duem a terme amb
els homes, obtenim un efecte additiu al dels altres dos polimorfismes: per cada al-lel
de risc -D (ACE1), M (AGT) i A (c.186+2053G>A)— de més, l'augment relatiu de
creatinini anual és de 1,6 unitats de percentatge més.

Finalment, la combinaci6 de quatre polimorfismes -D (ACE7), M (AGT), A
(c.186+2053G>A) i G (c.1542-361C>G)— no aporta cap millora del model de tres
polimorfismes perqué lefecte maxim que estima és inferior a [lobtingut en
combinacions anteriors.

El polimorfisme ¢.1542-361C>G no sembla que aporti cap informacié rellevant pel que
fa a la progressié de la nefropatia, quan aquesta s’estima a través dels canvis en

Srm—~Creatinini.
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- Combinacié de 2 polimorfismes: D (ACE1) + M (AGT)

dif anual relativa creatinini pendent de creatinini
Variables de la regressio
B (IC 95%) p B (IC 95%) P
n° d’al-lels de risc (D+M) 1,3 (0,01 a2,7) 0,049 3,3(0,1a6,5) 0,043
Hematocrit (%) -0,4 (-1,8 a-1,0) 0,022 - -
Excrecié de proteina 5,3 (4,2 a6,3) 4,1x10" | 10,2 (7,8 212,7) | 2,9x10™

Taula 70. Coeficients de regressié f, intervals de confianga del 95% i significacio estadistica del n°
d’al-lels de risc -D (ACE1) i M (AGT)- i de les variables de control significatives que mesuren I'efecte del
n° d’al-lels de risc sobre la progressioé de la nefropatia mesurada mitjangant la diferéncia anual relativa i el
pendent de creatinini. S’han inclos els pacients amb I'MDRD basal = 60 mL/min/1,73 m? (n=123).

- Combinacié de 3 polimorfismes: D (ACE1) + M (AGT) + A (c.186+2053G>A)

dif anual relativa creatinini
Variables de la regressio
B (IC 95%) P
n° d’al-lels de risc(D+M+A) 1,1 (0,1 a2,0) 0,028
Hematocrit (%) -0,4 (-0,7 a-0,1) 0,015
Excrecié de proteina 52 (4,2a6,2) 4,1x10™

Taula 71. Coeficients de regressié f, intervals de confianga del 95% i significacio estadistica del n°
d’al-lels de risc -D (ACE1), M (AGT) i A (c.186+2053G>A)- i de les variables de control significatives que
mesuren l'efecte del n° d’al-lels de risc sobre la progressié de la nefropatia mesurada mitjancant la
diferéncia anual relativa de creatinini. S’han inclos els pacients amb 'MDRD basal = 60 mL/min/1,73 m?

(n=123).

només homes

dif anual relativa creatinini
Variables de la regressio
B (IC 95%) p
n° d’al-lels de risc(D+M+A) 1,6 (0,5a2,7) 0,005
Edat - R
Srm—Creatinini basal - -
Excrecio6 de proteina 4,2 (3,1a5,3) 8,4x10™"

Taula 72. Coeficients de regressié f, intervals de confianga del 95% i significacio estadistica del n°
d’al-lels de risc -D (ACE1), M (AGT) i A (c.186+2053G>A)- i de les variables de control significatives que
mesuren l'efecte del n° d’al-lels de risc sobre la progressié de la nefropatia mesurada mitjancant la
diferéncia anual relativa de creatinini. S’han inclos els pacients homes amb I'MDRD basal =60

mL/min/1,73 m? (n=86).
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C. Regressions de Cox: temps necessari per doblar Ila
concentracié de creatinini en el plasma

A continuacié s’esquematitzen les regressions de Cox que estudien 'efecte que té el
genotip sobre el risc de doblar la concentracié de creatinini en el plasma. Es el darrer
criteri que s’ha considerat per mesurar I'efecte genétic sobre la progressié de la
nefropatia en pacients diabétics, i complementa els resultats presentats a I'apartat
4.2.3.

Tal com es pot observar a les faules 73-81, no s’ha obtingut cap efecte
estadisticament significatiu del genotip sobre la progressié de la nefropatia si aquesta

s’avalua mitjangant el risc de doblar la concentracié de creatinini en el plasma.

Polimorfisme I/D del gen ACE1

Variables de la regressi6 doblar creatinint
e (IC 95%) p
ACE1 (DD vs ll) 1,6 (0,9 a22,9) 0,142
ACE1 (ID vs Il) 1,7 (0,9 a3,1) 0,091
Srm—Creatinini basal 1,01 (1,00 a 1,02) 5,9x10°
Hematocrit (%) 0,94 (0,90 a 0,98) 0,001
Excreci6 de proteina AUC 1,4 (1,3a1,5) 9,6x10%
Tensié arterial sistolica, mitjana 1,03 (1,01 a 1,04) 3,3x10°

Taula 73. Coeficients de regressio de Cox e’, interval de confianga del 95% i significacio estadistica del
genotip i de les variables de control significatives del model que mesura I'efecte del polimorfisme I/D del
gen ACE1 sobre el risc que un pacient dobli la concentracioé de creatinini en el plasma (doblar creatinini).

Polimorfisme p.M235T del gen AGT

Variables de la regressi6 doblar creatinint
e (IC 95%) p
AGT (MM vs TT) 1,6 (0,9 2 3,1) 0,127
AGT (MT vs TT) 1,3 (0,7 a2,4) 0,420
Srm—_Creatinini basal 1,01 (1,01 a 1,02) 0,0002
Hematocrit (%) 0,94 (0,90 a 0,97) 0,001
Excrecio de proteina AUC 1,4 (1,3a1,5) 4,1x10™
Tensié arterial sistolica, mitjana 1,03 (1,01 a 1,04) 6,5x10°

Taula 74. Coeficients de regressio de Cox e’, interval de confianga del 95% i significacio estadistica del
genotip i de les variables de control significatives del model que mesura l'efecte del polimorfisme
p.M235T del gen AGT sobre el risc que un pacient dobli la concentracié de creatinini en el plasma (doblar
creatinini).
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Polimorfisme q.1166A>C del gen AGTR1

Variables de la regressi6 doblar creatinint
e (IC 95%) p
AGTR1 (CC vs AA) 1,3 (0,5a 3,3) 0,541
AGTR1 (AC vs AA) 1,6 (0,6 a4,0) 0,305
Srm—Creatinini basal 1,02 (1,01 a 1,02) 3,8x10°
Hematocrit (%) 0,94 (0,90 a 0,98) 0,002
Excrecioé de proteina AUC 1,4 (1,3a1,5) 8,0x10™"
Tensié arterial sistolica, mitjana 1,03 (1,01 a 1,04) 3,7x10°

Taula 75. Coeficients de regressio de Cox e’, interval de confianga del 95% i significacio estadistica del
genotip i de les variables de control significatives del model que mesura l'efecte del polimorfisme

g.1166A>C del gen AGTR1 sobre el risc que un pacient dobli la concentracié de creatinini en el plasma
(doblar creatinini).

Polimorfisme ¢.186+2053G>A del gen ACE2

homes
doblar creatinini
Variables de la regressio
e® (IC 95%) p
A>G ACE2 (A vs G) 1,4 (0,8a24) 0,259
Srm—_Creatinini basal 1,01 (1,00 a 1,02) 0,017
Hematocrit (%) 0,91 (0,86 a 0,95) 0,0002
Excrecio de proteina AUC 1,6 (1,4a1,9) 8,0x10™°

Taula 76. Coeficients de regressio de Cox e’, interval de confianga del 95% i significacio estadistica del
genotip i de les variables de control significatives del model que mesura [l'efecte del polimorfisme
c.186+2053G>A del gen ACE2 en els homes sobre el risc que un pacient dobli la concentracié de
creatinini en el plasma (doblar creatinini).

dones
Variables de la regressié doblar creatinin!
e (IC 95%) p
A>G ACE2 (AA vs GG) 0,8 (0,2a3,1) 0,734
A>G ACE2 (AG vs GG) 1,2 (0,5 a 2,6) 0,734
Srm—_Creatinini basal 1,02 (1,00 a 1,03) 0,037
Excreci6 de proteina AUC 1,4 (1,2a1,5) 1,4x10°°
Tensié arterial sistolica, mitjana 1,04 (1,01 a 1,06) 0,002

Taula 77. Coeficients de regressio de Cox e’, interval de confianga del 95% i significacio estadistica del

genotip i de les variables de control significatives del model que mesura l'efecte del polimorfisme
c.186+2053G>A del gen ACE2 en les dones sobre el risc que un pacient dobli la concentracié de
creatinini en el plasma (doblar creatinini).
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Polimorfisme ¢.439+4C>T del gen ACE2

homes

doblar creatinini

Variables de la regressio
e® (IC 95%) p
C>T ACE2(Cvs T) 1,2 (0,6 a 2,3) 0,646
Srm—_Creatinini basal 1,01 (1,00 a 1,02) 0,004
Hematocrit (%) 0,92 (0,88 a 0,97) 0,001
Excrecié de proteina AUC 1,5(1,3a1,8) 4,6x10°

Taula 78. Coeficients de regressio de Cox e’, interval de confianga del 95% i significacio estadistica del
genotip i de les variables de control significatives del model que mesura l'efecte del polimorfisme
€.439+4C>T del gen ACEZ2 en els homes sobre el risc que un pacient dobli la concentracié de creatinini
en el plasma (doblar creatinini).

dones
Variables de la regressié doblar creatinin!
e® (IC 95%) p
C>T ACE2(CC vs TT) 1,7 (0,4 a8,1) 0,495
C>T ACE2 (CT vs TT) 1,4 (0,3a6,7) 0,651
Srm—_Creatinini basal 1,02 (1,00 a 1,03) 0,027
Excrecio de proteina AUC 1,4(1,2a1,5) 7,6x10°
Tensié arterial sistolica, mitjana 1,04 (1,01 a 1,06) 0,002

Taula 79. Coeficients de regressio de Cox e’, interval de confianga del 95% i significacio estadistica del
genotip i de les variables de control significatives del model que mesura [l'efecte del polimorfisme
€.439+4C>T del gen ACE2 en les dones sobre el risc que un pacient dobli la concentracié de creatinini en
el plasma (doblar creatinini).

Polimorfisme ¢.1542-361C>G del gen ACE2

homes
doblar creatinini
Variables de la regressio
e? (1IC 95%) p
G>C ACE2 (G vs C) 1,3(0,7a2,2) 0,440
Srm—_Creatinini basal 1,02 (1,01 a 1,02) 0,001
Hematocrit (%) 0,92 (0,88 a 0,97) 0,001
Excrecio de proteina AUC 1,5(1,3a1,7) 1,6x10®

Taula 80. Coeficients de regressio de Cox e’, interval de confianga del 95% i significacio estadistica del
genotip i de les variables de control significatives del model que mesura I'efecte del polimorfisme c.1542-
361C>G del gen ACE2 en els homes sobre el risc que un pacient dobli la concentracié de creatinini en el
plasma (doblar creatinini).
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dones
Variables de la regressié doblar creatinin!
e (IC 95%) p
C>T ACE2(CC vs TT) 1,3(0,4 a4,0) 0,653
C>T ACE2 (CT vs TT) 0,8 (0,4 a2,0) 0,698
Srm—_Creatinini basal 1,02 (1,00 a 1,03) 0,030
Excreci6 de proteina AUC 1,4 (1,2a1,5) 2,1x107
Tensié arterial sistolica, mitjana 1,04 (1,01 a 1,06) 0,002

Taula 81. Coeficients de regressié de Cox e’, interval de confianga del 95% i significacio estadistica del
genotip i de les variables de control significatives del model que mesura I'efecte del polimorfisme c.1542-
361C>G del gen ACE2 en les dones sobre el risc que un pacient dobli la concentracié de creatinini en el

plasma (doblar creatinini).
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