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Resumen

Introduccion: El sindrome nefrotico (SN) primario es una glomerulopatia comin en la edad
pediatrica. Se evaluaron los genotipos y frecuencias alélicas del polimorfismo rs5370 del gen
EDN1 en ninos con SN primario.

Pacientes y métodos: Estudio de casos y controles realizado en el Hospital Infantil Universitario
de El Mansura, Egipto, de diciembre de 2015 a enero de 2018. Se seleccioné a 50 pacientes con
SN corticosensible (SNCS) y a 50 con SN corticorresistente (SNCR), asi como a 100 controles
sanos. Ademas de una evaluacion clinica de los pacientes, se hicieron pruebas de cuantificacion
de albumina, colesterol, creatinina y urea séricas y de proteinuria en muestra de orina de 24 h.
Se emplearon técnicas de reaccion en cadena de la polimerasa para analizar los genotipos (GG,
GTy TT) y los alelos (T y G) del polimorfismo rs5370 del gen EDN1 en los grupos en estudio.
Resultados: El genotipo GT fue el mas frecuente del polimorfismo rs5370 del gen EDN71 en
el grupo de control (88%, p=0,001), mientras que el genotipo GG fue mas frecuente en el
grupo con SN que en el de control (p=0,02). No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos de SN y de control en los alelos del polimorfismo rs5370 (p=0,69).
El genotipo GG fue mas prevalente en el grupo de SNSC que en los grupos de SNRC y de control
(p=0,03). Las diferencias en las frecuencias alélicas entre los grupos de SNRC, SNSC y de control
no fueron significativas (p=0,89). El genotipo GT se asocio a una presion arterial normal en
ninos con SN (p=0,007) mientras que el genotipo GG se asocid a hipertension (p<0,001). No
se detectaron diferencias significativas en la histopatologia renal ni en los niveles séricos de
colesterol respecto al genotipo.
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Conclusiones: El genotipo GG del polimorfismo rs5370 del gen EDN1 podria asociarse a un riesgo
mayor de desarrollar SN y a una respuesta mas favorable al tratamiento con corticoides.

© 2021 Asociacion Espafola de Pediatria. Publicado por Elsevier Espafna, S.L.U. Este es un
articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-
nc-nd/4.0/).

Endothelin-1 rs5370 gene polymorphism in primary nephrotic syndrome: A
case-control study

Abstract

Introduction: Primary nephrotic syndrome (NS) is a common glomerular disease in children. We
assessed the genotypes and frequency of the rs5370 allelic variant of the EDN1 gene in children
with primary NS.

Patients and methods: We conducted a case-control study in Mansoura University Children’s
Hospital, Egypt, between December 2015 and January 2018. We recruited 50 patients with
steroid-sensitive NS (SSNS) and 50 patients with steroid-resistant NS (SRNS) in addition to 100
healthy controls. The patients underwent clinical evaluations and tests including measurement
of serum albumin, cholesterol, creatinine and urea levels and a 24-hour urinary protein test.
We used polymerase chain reaction methods to assess the genotypes of rs5370 variants of the
EDN1 gene (GG, GT and TT) and alleles (T and G) in the groups under study.

Results: The most frequent genotype of the EDN1 gene at the locus of interest in the control
group was the GT genotype (88%; P=.001) while the GG genotype was more frequent in the
NS group compared to the control group (P=.02). We did not find statistically significant diffe-
rences between the NS and control groups in regard to the EDN1 rs5370 alleles (P=.69). The
GG genotype was more frequent in the SSNS group compared to the SRNS and control groups
(P=.03). When we compared allele frequencies between the control, SSNS and SRNS groups, we
did not find significant differences (P=.89). The GT genotype was associated with normal blood
pressure in children with NS (P=.007), while the GG genotype was associated with hypertension
(P<.001). We did not find statistically significant differences in renal histopathology or serum
cholesterol levels based on the genotype.

Conclusions: The GG genotype at the rs5370 locus of the EDN1 gene may be associated with an
increased risk of primary NS and a better response to steroid therapy.

© 2021 Asociacion Espanola de Pediatria. Published by Elsevier Espafia, S.L.U. This is an open
access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/
4.0/).

Introduccion

El sindrome nefrdtico (SN) primario es una glomerulo-
patia comin en la edad pediatrica caracterizada por
edema generalizado, proteinuria elevada, hipoalbuminemia
e hiperlipidemia, con una incidencia estimada de 2-7 casos
por cada 100.000 nifios’.

La endotelina-1 (ET-1) es un péptido compuesto de
21 aminoacidos con accion promotora del crecimiento y
un potente efecto vasoconstrictor? codificada por el gen
EDN1 (6p24.1)>*. Hay datos convincentes de que la ET-1
desempena un papel importante en la patogenia de la pro-
teinuria y la glomeruloesclerosis mediante la activacion del
receptor de la ET-1 tipo A, que produce estrés oxidativo y
dana las células endoteliales adyacentes del glomérulo renal
mediante un mecanismo paracrino que también causa un
dafo reciproco a los podocitos®.

Varios estudios han analizado la asociacion entre el poli-
morfismo rs5370 del gen EDN1 y la hipertension, la presion
arterial sistolica y el nivel de colesterol de las lipoproteinas
de alta densidad, aunque con resultados contradictorios®'".

Con relacion a las nefropatias, las variantes del gen EDNT se
han asociado con la progresion de la enfermedad renal poli-
quistica autosdmica dominante’” y la nefropatia IgA'3. Los
estudios que analizan el impacto de los polimorfismos del
gen EDN1 en nifios con SN son escasos'*. El objetivo principal
de nuestro estudio fue establecer los genotipos y frecuen-
cias alélicas del polimorfismo rs5370 del gen EDN1 en nifos
con SN primario. También se analizo la asociacion entre las
variantes de este polimorfismo de un solo nucleédtido y la
respuesta al tratamiento con corticoides, la presion arterial
y los niveles de colesterol en estos pacientes.

Pacientes y métodos
Disefio y muestra de estudio

Estudio de casos y controles desarrollado en el Hospital
Infantil Universitario de El Mansura, Egipto, entre diciembre
de 2015 y enero de 2018. La muestra incluyo a 100 nifios con
SN primario (50 con SN corticosensible [SNCS] y 50 con SN
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corticorresistente [SNCR]), y a 100 controles sanos. Los con-
troles sanos se seleccionaron en el mismo hospital de entre
los pacientes que presentaron problemas menores, como
faringitis o gastroenteritis leve, normotensos, analisis de
orinay pruebas de funcién renal normales y sin antecedentes
de enfermedad renal. Todos los participantes pertenecian al
mismo grupo étnico. El estudio fue aprobado por el Comité
de Revision Institucional de la Facultad de Medicina de la
Universidad de El Mansura, Egipto (Nimero: MS/15.09.47) y
se llevo a cabo de acuerdo con los principios éticos de la
Declaracion de Helsinki de 1964 y enmiendas posteriores.
Se obtuvo el consentimiento informado por escrito de los
responsables legales de los casos y los controles.

Evaluacion clinica y pruebas de laboratorio

En todos los pacientes se realiz6 evaluacion clinica y se reco-
gieron muestras de sangre y orina para determinacion de
albumina, colesterol, creatinina y urea plasmaticas y pro-
teinuria en muestra de 24 h. Todos los casos presentaron
edema generalizado, albimina plasmatica<2,5g/dL, pro-
teinuria >40mg/m? por hora e hiperlipidemia'>. Todos los
participantes tenian un indice de masa corporal (IMC) entre
los percentiles 10y 75, y se tuvo en consideracion que podria
existir una interaccion entre las variantes del polimorfismo
rs5370 del gen EDNT y el IMC™. Se calculd el valor de la
presion arterial obteniendo la media de 3 mediciones y se
clasificd como normal hallarse por debajo del percentil 90,
como prehipertension en caso de hallarse entre los percen-
tiles 90 y 95 y como hipertension hallarse por encima del
percentil 95 para la edad, el sexo y la talla'. Los datos
sobre la histopatologia renal se recogieron de las historias
clinicas de los pacientes (65 casos).

EL SNCS se definié como remisién completa a las 4 sema-
nas de tratamiento con prednisona a una dosis de 60 mg/m?
al dia y el SNCR como la falta de remision completa tras 4
semanas de dicho tratamiento. Se consideré que los pacien-
tes se encontraban en remision si no se detecté albimina o
si habia solo trazas en 3 muestras consecutivas de la primera
orina de la mafana'®. Se excluyo a pacientes con SN congé-
nito o secundario, enfermedad renal poliquistica, obesidad
o diabetes mellitus.

Genotipado de las variantes del polimorfismo
rs5370 del gen EDN1

Se recogieron 3 ml de sangre venosa por participante, con
jeringuillas de plastico y técnica aséptica. El ADN genémico
se extrajo de muestras de sangre total de 200 pL mediante
adsorcion en columnas (Generation DNA Purification cap-
ture column kits, Fermentas, EE. UU.). La deteccion de
las variantes del polimorfismo rs5370 del gen EDNT se rea-
liz6 mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
con amplificacion de alelos especificos (sistema de muta-
cion refractario a la amplificacion por PCR, o PCR-ARMS),
empleandose los siguientes cebadores':

Cebador genérico reverso: 5-AGTCAGGAACCAGCAGA-
GGA-3¥

Cebador especifico de alelo G: 5-ATCCGAAGCTGAA-
AGGCAAG-3'

Cebador especifico de alelo T: 5-ATCCGAAGCTGAAA-
GGCAAT-3

Las mezclas para la PCR se prepararon en 2 tubos Eppen-
dorf. A cada tubo se anadieron 3 pL de ADN, 10 pl de mezcla
maestra Green PCR Master Mix (Fermentas) y 4 p.l de cebador
genérico (10 pmol/pul). A continuacion, se anadieron 3 pl de
cebador especifico (alelo G o T, 10 pmol/pl). La secuencia
del proceso de PCR comenzo con un paso de desnaturali-
zacion a 95°C durante 5 min, seguido de 35 ciclos a 95°C
durante 60 s, 58°C durante 45 sy 72°C durante 45 s, y un
Ultimo paso de extension a 72 °C durante 5 min. Terminada
la reaccion, se aplico una temperatura de conservacion de
4°C. Los productos de la PCR fueron sometidos a electrofo-
resis en gel de agarosa al 2,5%. Por Gltimo, se visualizaron
los productos de la PCR con luz ultravioleta y bromuro de
etidio. Se detectaron fragmentos del gen EDN1 correspon-
dientes a variantes del polimorfismo rs5370 de 184 pares de
bases (pb), que se fotografiaron con una camara digital.

Se clasific a los pacientes como genotipo GT si se detec-
taban 2bandas a la altura de 184 pb, una en la calle
correspondiente al cebador del alelo T y otra en la calle
del cebador de alelo G. Se clasifico a los pacientes como
genotipo TT de visualizarse una sola banda a la altura de
184 pb en la calle del cebador T sin ninguna banda en la calle
correspondiente al cebador G. Se clasifico a los pacientes
como genotipo GG de visualizarse una sola banda a la altura
de 184 pb en la calle del cebador G sin ninguna banda en la
calle correspondiente al cebador T (figs. 1y 2).

Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizo el paquete SPSS version
23. Se utilizé la prueba x? para analizar el equilibrio Hardy-
Weinberg en la distribucion de los genotipos y las frecuencias
alélicas del locus rs5370 del gen EDN1 (p> 0,05 en todos
los grupos). Las variables categoricas (expresadas como fre-
cuencias absolutas y porcentajes) se compararon mediante
la prueba exacta de Fisher y la prueba x2. Para el analisis
de normalidad de los datos continuos se utilizé la prueba
de Kolmogorov-Smirnov. Las variables no paramétricas se
han resumido como mediana y rango (minimo-maximo) y
comparado por medio de la prueba de Kruskal-Wallis. La
significacion estadistica se establecié en p <0,05.

Resultados

Los pacientes en los distintos grupos se parearon por edad,
sexo, ambito de residencia (urbano/rural), percentil del IMC
y valores de presion arterial (tabla 1). La distribucién de los
genotipos en el locus rs5370 del gen EDN1 fue: GG 18%, GT
70% y TT 12% en el grupo de SN, y GG 7%, GT 88% y TT 5%
en el grupo de control. Se observo que el genotipo GT fue
el mas frecuente en el grupo de control (88%; p=0,001),
mientras que el GG fue mas frecuente en el grupo de SN que
en el grupo de control (p=0,02) (tabla 2).

El analisis de la frecuencia de los alelos G y T en el
locus rs5370 del gen EDN1 no mostro diferencias significati-
vas entre los pacientes con SNy los controles (p=0,69) (tabla
2). El analisis de regresion logistica binaria reveld que el
genotipo GG se asocia a un riesgo 3,23 veces mayor de desa-
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Figura 1
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Productos de la amplificacion del locus rs5370 del gen EDNT mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR-ARMS)

con identificacion de los genotipos GT (calles 1-6, 9-12) y TT (calles 7, 8); la calle M corresponde al marcador de peso molecular.

L: calle.

Figura 2

Productos de la amplificacion del locus rs5370 del gen EDNT mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR-ARMS)

con identificacion de los genotipos GT (calles 3-6, 9, 10) y GG (calles 1, 2, 7, 8); la calle M corresponde al marcador de peso

molecular.
L: calle.

rrollar SN que el genotipo GT (odds ratio: 3,23; intervalo de
confianza del 95%: 1,28-8,2).

En cuanto a la respuesta al tratamiento con corticoi-
des, observamos que el genotipo GG era mas prevalente
en el grupo de SNCS que en los grupos de SNCR y de con-
trol (p=0,03). No se encontraron diferencias significativas

en la distribucion de frecuencias alélicas entre los grupos
de control, de SNCS y de SNCR (p=0,89) (tabla 3).

El genotipo GT se asocié a una presion arterial normal
en ninos con SN (p=0,007), mientras que el genotipo GG se
asocio a la hipertension arterial (p=0,001). No se observa-
ron diferencias significativas en los niveles de colesterol en

Tabla 1 Caracteristicas clinicas de los niflos con sindrome nefrdtico primario y los controles
Caracteristicas clinicas SNCS (n=50) n (%) SNCR (n=50) n (%) Control (n=100) n (%) p
Edad en afos mediana (rango) 8 (2,5-16) 7 (3-17) 6 (2-17) 0,62
Sexo
Varon 27 (54) 20 (40) 39 (39) 0,22
Mujer 23 (46) 30 (60) 61 (61)
Ambito
Rural 29 (58) 34 (68) 66 (66) 0,52
Urbano 21 (42) 16 (32) 34 (34)
Percentil del indice de masa corporal
P10-P25 4 (8) 6 (12) 16 (16)
P25- P50 19 (38) 18 (36) 42 (42) 0,5
P50- P75 27 (54) 26 (52) 42 (42)
Presion arterial
Normal 40 (80) 36 (72) 100 (100)
Prehipertension 6 (12) 7 (14) 0 0,57
Hipertension 4 (8) 7 (14) 0

Datos expresados como frecuencias absolutas y porcentajes, salvo *mediana (minimo-maximo).
SNCR: sindrome nefrotico corticorresistente; SNCS: sindrome nefrotico corticosensible.
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Tabla2 Distribucion de los genotipos y los aleles del polimorfismo rs5370 del gen EDN1 en nifios con sindrome nefrotico primario

y controles

Grupo SN (n=100)n (%) Grupo de control (n=100)n (%) p

Genotipos (n)

GG 18 (18) 7(7) 0,02

GT 70 (70) 88 (88) 0,001

T 12 (12) 5 (5) 0,07
Frecuencia alélica (2 n)

G 106 (53) 102 (51) 0,69

T 94 (47) 98 (49)

EDN1: gen de la endotelina-1; SN: sindrome nefrotico.

Tabla 3 Distribucion de los genotipos y los aleles del polimorfismo rs5370 del gen EDN1 en nifios con sindrome nefrotico
corticosensible), sindrome nefrotico corticorresistente y controles
Grupo de SNCS Grupo de SNCR Grupo de control p
(n=50) (n=50) (n=100)
n (%) n (%) n (%)
Genotipos (n)
GG 11 (22) 7 (14) 7(7) 0,03
GT 32 (64) 38 (76) 88 (88) 0,002
T 7 (14) 5 (10) 5 (5) 0,16
Frecuencia alélica (2 n)
G 54 (54) 52 (52) 102 (51) 0,89
T 46 (46) 48 (48) 98 (49)

EDN1: gen de la endotelina-1; SNCR, sindrome nefrotico corticorresistente; SNCS: sindrome nefrdtico corticosensible.

sangre entre los subgrupos de pacientes con SN respecto a
los genotipos estudiados (p=0,068) (tabla 4).

En cuanto a la histopatologia renal (datos disponibles en
65/100 casos), no se encontraron diferencias significativas
respecto al genotipo del polimorfismo rs5370 del gen EDN1
(tabla 5).

Discusion

El SN primario es una nefropatia comun en la edad pedia-
trica. Aunque se han publicado varios estudios centrados en
el gen EDN1 como posible locus de susceptibilidad a la enfer-
medad renal crénica en nifios, se desconoce su papel exacto
en el SN?°, Se realizd un estudio preliminar para evaluar el
impacto del polimorfismo rs5370 del gen EDN1 en nifos con

SN primario. El genotipo GG del locus rs5370 era mas preva-
lente en niflos con SN que en los controles y se asoci6 a un
riesgo 3,23 veces mayor de SN. Esto indica que el genotipo
GG podria desempenar un papel importante en la patogenia
del SN primario. Las mutaciones en el locus rs5370 del gen
EDN1 pueden dar lugar a una sustitucion lisina— asparagina
en el codon 198 (K198N), lo que resultaria en la induccion
de la conversion de la preproendotelina, que afectaria a la
sintesis de la ET-1%° y finalmente produciria cambios estruc-
turales en los podocitos?’?®. No obstante, esta hipétesis
aln ha de confirmarse mediante el analisis de la correla-
cion entre las variantes del polimorfismo rs5370 del gen
EDN1 y los niveles de ET-1 en estudios futuros. También son
necesarios estudios del ARNm del EDN1 para demostrar el
impacto funcional de las variantes del polimorfismo rs5370.

Tabla 4 Distribucion of genotipos del polimorfismo rs5370 del gen EDN1 segun la presion arterial y los niveles plasmaticos de

colesterol en nifos con sindrome nefrdtico primario

GG GT T p

(n=18) (n=70) (n=12)
Presion arterial n (%) 9 (50) 59 (84,3) 8 (66,7) 0,007
Normal 2 (11,1) 8 (11,4) 3 (25) 0,4
Prehipertension 7 (38,9) 3 (4,3) 1(8,3) <0,001
Hipertension
Nivel plasmatico de colesterol 377,5 431,5 486,5 0,068
en mg/dl mediana (rango) (234- (214- (230-

616) 686) 686)
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Tabla 5 Distribucion of genotipos del polimorfismo rs5370 del gen EDN1 segln la histopatologia renal en 65 nifios con sindrome
nefrdtico

Histopatologia renal n (%) GG (n=11) GT (n=50) TT (n=4) p
ECM (n=51) 8 (15,7) 41 (80,4) 2 (3,9) 0,55
GSSF (n=28) 1(12,5) 6 (75) 1(12,5) 0,69
MP (n=6) 2 (33,3) 3 (50) 1(16,7) 0,43

ECM: enfermedad de cambios minimos; GSSF: glomeruloesclerosis segmentaria y focal; MP: membranoproliferativa.

Los resultados encontrados en la revision bibliografica fue-
ron contradictorios. En China, Yang et al. reportaron una
tendencia hacia la diferencia en los genotipos del polimor-
fismo rs5370 del gen EDN1 entre 36 nifios con SN primario y 94
controles (p=0,057)"*. Sin embargo, un estudio mas reciente
realizado en Iran en 138 nifios con SN'y 150 controles no obje-
tivo asociacion entre las variantes del polimorfismo rs5370
del gen EDN1 y el SN*4,

Las diferencias entre etnias y el tamano muestral pueden
afectar significativamente los resultados de los estudios, lo
que subraya la necesidad de abordar estudios multicéntricos
mas amplios para elucidar el posible papel de los cambios
en la secuencia del locus rs5370 en la patogenia del SN pri-
mario.

En el presente estudio se observaron diferencias signi-
ficativas en la frecuencia de los genotipos GG y GT del
polimorfismo rs5370 del gen EDN1 entre los grupos de SNCS,
de SNCR y de control. Esto indica una posible implicacion
de las variantes del polimorfismo rs5370 en la respuesta
al tratamiento con corticoides en pacientes con SN. Esto
es consistente con los hallazgos de Ezzat et al., quienes
reportaron que la ET-1 y sus receptores estan implicados
en el efecto del tratamiento con glucocorticoides en distin-
tos tipos de células humanas, incluyendo las del glomérulo
renal?®>. También es consistente con los hallazgos de Ahmed
et al., cuyo estudio mostrd una asociacion entre niveles altos
de ET-1 en sangre y una mala respuesta a los corticoides en
nifios con SN primario?®.

Nuestro estudio también sefala una posible asociacion
entre el genotipo GG y la hipertension, mientras que el
genotipo GT seria mas prevalente en nifios con SN y normo-
tensos. Es sabido que la ET-1 es un vasoconstrictor potente
que puede afectar a la presion arterial?’. Los hallazgos de
un estudio realizado por Funalot et al. no demostraron una
asociacion entre el genotipo del polimorfismo rs5370 del gen
EDN1 y la presion arterial, pero indicaban que la interaccion
entre este polimorfismo y los genes que codifican la enzima
convertidora de ET-1 pueden modular la presién arterial en
mujeres?®. Wiltshire et al. estudiaron variantes del polimor-
fismo rs5370 del gen EDN1 en 1.109 sujetos en el oeste de
Australia y no encontraron una asociacion significativa entre
dichas variantes y la hipertensién arterial (p=0,27)"°. No
obstante, hay que tener presente que la patogenia de la
hipertension en el SN es multifactorial? y que son necesarios
estudios adicionales mas amplios que incluyan mas variables
en el analisis para establecer la asociacion entre el polimor-
fismo rs5370 del gen EDN1 y la hipertension en nifios con SN
primario.

En nuestro estudio no se observd una asociacion significa-
tiva entre los genotipos del rs5370 del gen EDN1 y los niveles
plasmaticos de colesterol, lo que concuerda con los hallaz-

gos de Wiltshire et al. y Hashemi et al.'®?*, aunque diverge
de los de Pare et al. y Yang et al."""*. Tampoco se observo
asociacion entre el genotipo del polimorfismo rs5370 del gen
EDN1y la histopatologia renal. Esta posible asociacion no se
ha explorado en la bibliografia publicada hasta la fecha, y
se requieren mas datos para confirmar nuestros resultados.

Conclusion

El genotipo GG en el polimorfismo rs5370 del gen EDN1 se
asocio a un riesgo mayor de SN primario en la infancia y a
una respuesta mas favorable a los corticoides. Se requieren
estudios multicéntricos de mayor tamafno para validar los
hallazgos del presente estudio.

Limitaciones del estudio

Estudio unicéntrico en muestra pequeia. No se analizo la
asociacion con los niveles séricos de ET-1.
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