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INTRODUCCION:

En 1969, Mc Cully observo por primera vez una relacion entre la
hiperhomocisteinemia (HH) y la enfermedad vascular. Reporté hallazgos de
trombosis arterial y aterosclerosis extensas encontrados en autopsias realizadas
en 2 nifios con HH y Homocistinuria. En base a eso propuso que la HH puede
causar enfermedad vascular aterosclerética y trombotica (1). Investigaciones
subsecuentes en diversos estudios efectuados en todo el mundo, en mas de 20
estudios caso-control y transversales en mas de 2000 pacientes han confirmado

esta observacion (2).

La Diabetes Mellitus es la enfermedad endocrinolégica mas frecuente en
nuestro medio, tiene una alta prevalencia e incidencia, siendo alrededor del 7% en
poblacién adulta y llegano hasta casi el 20% en mayores de 65 anos de edad (3).
Las complicaciones crénicas que derivan de un mal control metabdlico como la
nefropatia, retinopatia y neuropatia afectan notablemente la calidad de vida de los
pacientes con este tipo de afeccion, ademas de constituir una de las principales

causas de morbimortalidad en nuestro pais.



La Diabetes Mellitus aumenta el riesgo de enfermedad cardiovascular,
esto se debe a una interaccion de factores metabdlicos, ambientales y genéticos
que propician un dafio tanto a la microvasculatura (rifidn, corazon, retina) como a
la macrovasculatura (corazon, cerebro y areas distales de los miembros). La
principal causa de esta afeccion se debe al proceso aterosclerotico, el cual esta

particularmente aumentado en pacientes diabéticos de larga evolucion.

La nefropatia aumenta notablemente este riesgo de enfermedad
aterosclerética tanto en pacientes diabéticos como en no diabéticos. Existen
factores de riesgo clasicos para desarrollar aterosclerosis como son la
dislipidemia, obesidad, sedentarismo, entre otros. La hiperhomocisteinemia se
considera actualmente como un nuevo factor de riesgo independiente para
desarrollar enfermedad coronaria y aterosclerosa, en sujetos con tolerancia a la

glucosa normal y anormal.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA y JUSTIFICACION:

La Diabetes Mellitus es una enfermedad cronico-degenerativa de alta
prevalencia a nivel mundial. Tanto su tratamiento como el afrontar sus
complicaciones tienen un impacto socioeconémico muy alto para los diversos

organismos de salud en el mundo.

Tanto en paises industrializados como en México la primera causa de
muerte en adultos, son las enfermedades cardiovasculares en conjunto, derivadas
principalmente de la Aterosclerosis. En los pacientes diabéticos el proceso
aterosclerotico se acelera en forma importante y reduce la esperanza de vida en

forma significativa.

Los pacientes con diabetes tipo 2 evolucionan progresivamente a
Microalbuminuria, Insuficiencia Renal Crénica e Insuficiencia Renal en fase
sustitutiva en por lo menos el 30-40% de los casos después de una evolucion
mayor de 15 a 20 afos. La prevalencia de sobrepeso es del 40%
aproximadamente en adultos, de obesidad alrededor del 30% y de diabetes
mellitus 2 en nuestro medio es mayor del 7 % segun estadisticas conservadoras.
Esto hace indispensable conocer los factores de riesgo cardiovasculares
adicionales a los clasicos, tanto en la poblacién general como en la poblacién

diabética, para detectarlos, prevenirlos y tratarlos si es factible.



Existe tratamiento para la hiperhomocisteinemia, el cual tiene eficacia,
eficiencia y efectividad, por eso creemos necesario evaluar los niveles de
homocisteina séricos en pacientes diabéticos en diferentes fases de dafo renal,
para poder establecer una terapéutica precisa y disminuir uno de los factores de
riesgo para enfermedad aterosclerética y de algin modo disminuir la

morbimortalidad entre este tipo de pacientes.



ANTECEDENTES:

En 1969 Mc Cully observé una relacion entre los niveles elevados de
homocisteina sérica y la enfermedad tanto aterosclerdtica como trombotica (1).
Desde 1991 se investigo la relacion que existe entre el dano renal y el aumento de
las cifras de homocisteina en sangre, atribuido inicialmente a acumulacion por
disminuciéon de la filtracion glomerular, siendo esto evidente en pacientes con
nefropatia avanzada, sin poder encontrar relacion con la retinopatia diabetica ni la
diabetes mellitus tipo 1 (DM1) per se(4).

El mismo grupo, luego realizo un nuevo estudio en el que compararon 3 grupos de
pacientes diabeticos tipo 1 con diferentes grados de disfuncion renal:
normoalbuminuricos, microalbuminuria y proteinuria. Encontraron que los niveles
de homocisteina se encontraban elevados unicamente en aquellos pacientes con
disminucién de la depuracion de creatinina y no en aquellos con microalbuminuria
ni con retinopatia diabetica, concluyendo que el riesgo cardiovascular aumentado
de los pacientes con microalbuminuria no se explica por incremento en las cifras
de homocisteina serica (5).

Otro estudio menciona relacion entre una edad temprana de aparicion de DM1,
pobre control metabolico y por ende mayor progresion de nefropatia con niveles
elevados de Hcy y aun hacen hincapié en niveles marginales de acido folico como
un posible factor contribuyente (6).

La disfuncion endotelial se asocia a la HHcy, y se postulo como uno de los
factores que contribuye al dano celular en DM1. Se econtro que los paciente con

HHcy tenian niveles de trombomodulina elevados y al anadir Hcy en cultivos a las



celulas de cordon umbilical humano preincubadas con AGEs, aumentaba aun mas
la producciéon de trombomodulina (7).

Por otra parte Chico y cols. en estudios realizados en Espafia (1998) han
encontrado una asociacion entre una tasa de excrecion de albumina elevada y
nefropatia de una manera practicamente lineal con los niveles de Hcy, siendo mas
evidente en pacientes con DM2, en los grupos de pacientes con diabetes mellitus
y microalbuminuria, nefropatia diabética establecida o insuficiencia renal cronica
en fase sustitutiva , presentando hiperhomocisteinemia mas severa que los
diabéticos sin estas complicaciones (8).

Estos hallazgos fueron ratificados en un estudio sueco, en donde encontraron que
los pacientes DM 1 con hiperfiltracion glomerular tenian niveles disminuidos de
Hcy y que conforme avanza el dano renal, se acumula la Hcy en sangre (9). Otro
estudio italiano obtuvo conclusiones similares (10), y en uno mas se encontro
relacion de la DM2 y microalbuminuria con la HHcy luego de una carga oral de
metionina (11).

Trabajos diferentes encontraron esta elevacién de Hcy en pacientes con nefropatia
por DM2 (12-15) e inclusive en algunos estudios se asocio con indices mayores de
resistencia a la insulina, primero en ratones (16) y después en humanos (17),
aunque en otros no se encontro relacion con marcadores clinicos y laboratoriales
de resistencia a la insulina (18-20).

Otros estudios que apoyan la hipétesis que la disfuncion renal induce acumulo de
Hcy en sangre por diferentes motivos, quiza el mas importante siendo la excrecion
disminuida, mostraron como en pacientes en hemodialsis la cifra de Hcy disminuia

al caer los niveles de creatinina serica (21) y en aquellos pacientes diabeticos tipo



2 sin nefropatia y quizas con hiperfiltracion glomerular, inclusive se obtuvieron
niveles 35% mas bajos que pacientes controles sin diabetes (22).

Se encontro relacion de la hiperhomocisteinemia practicamente solo en pacientes
diabéticos con nefropatia avanzada y no con otras complicaciones cronicas de
diabetes en forma aislada como la retinopatia(23).

En otros ensayos se encontro relacion entre la HHcy, la nefropatia diabetica,
enfermead macrovascular 'y un estado proinflamatorio cronico e
hipercoagulabilidad, obteniendo niveles elevados de fibrinogeno, IL-6, actividad de
la proteina C (24), alta agregacion plaquetaria en tejido muscular infartado
(Rajummar) y lipoproteina a (25). Esto supone que la hiperhomocisteinemia es
mas prevalente que en la poblacion general, y se asocia a una enfermedad
aterosclerosa de mayor intensidad, asi como de evolucion mas réapida, mayor
dafio macrovascular, anormalidades de la hemostasia o coagulacion y disfuncion
endotelial (7, 18, 26-30).

En un estudio que involucro a 1575 pacientes diabeticos tipo 2 con nefropatia y
proteinuria, tuvieron un seguimiento por 2.6 anos y se evaluo como resultado
primario la aparicion de eventos arterioescleroticos y como secundario la
insuficiencia cardiaca congestiva. Los resultados fueron negativos en encontrar
una asociacion entre los niveles de homocisteina en sangre y los eventos
cardiovasculares, se asociaron mas estos con la enfermedad cardiovascular basal.
Se menciona que quiza los resultados obtenidos previamente en otros estudios se
asocien a que en si la nefropatia es un factor de riesgo cardiovascular y al haber

esta, los niveles de Hcy se acumulan sin tener un papel patogenico directo (31).



Tiempo después inicio la busqueda de alteraciones geneticas que enlazaran la
aparicion de nefropatia diabetica con la hiperhomocisteinemia proponiendo para
esto a las variantes de la metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR), una enzima
involucrada en la remetilacion de la homocisteina. En especial se busco la
variante genetica C677T de la MTHFR y en algunas poblaciones se encontro
mayor prevalencia de esta en pacientes diabeticos tipo 2 con hiperhomocistinemia
y nefropatia, tanto en china (32), como en Tunez (33), encontrando en este ultimo
estudio el genotipo TT de los SNP del gen de la MTHFR, aunque en otros estudios
no se concluyo tal asociacion y no se encontro relacion con riesgo cardiovascular
(34).

Otro hallazgo con relacion a la hiperhomocisteinemia y trombofilia se encontro en
un grupo de pacientes en hemodialisis, una mayor predisposicién a los episodios
tromboticos en la fistula AV en aquellos con los niveles mas elevados de
homocisteina (35).

Dado el probable papel causal de la hiperhomocisteinemia con la enfermedad
aterotrombotica y el riesgo cardiovascular, se iniciaron estudios en los cuales se
observo una disminucién de las cifras de Hcy en pacientes diabeticos tipo 2 sin
nefropatia avanzada en diferentes poblaciones alrededor del mundo, a los cuales
se administro tratamiento suplementario con acido félico y vitamina B6 a dosis
altas (36-38) y a pacientes en hemodialisis (no todos diabeticos) tras la
suplementacion con acido folico, vitamina B6 y B12 a dosis estandar y
suprafisiologicas observando una disminucién considerable en los niveles
plasmaticos de homocisteina, pero no encontrando diferencia en cuanto a la tasa

de disminucién en ambos brazos del estudio, durante el plazo de un ano (39).



Se llevo a cabo un estudio en el que se trato de indagar el origen de la
hiperhomocisteinemia en los pacientes diabeticos tras la premisa que la
hiperinsulinemia induce aumento en la transmetilacion de la metionina,
transulfuracion de la homocisteina y depuracion. Tras la administracion de metil-
metionina se observo que las vias de eliminacion de la homocisteina
(transmetilacion de la metionina y depuracion de la homocisteina) se encontraban
disminuidas en sujetos diabeticos tanto en estados postabsortivos como en los
hiperinsulinemicos, proponiendo a esto como una posible causa por la cual existe
hiperhomocisteinemia en los pacientes diabeticos (40).

En general se encontro que la HH es un factor de riesgo importante para
desarrollar eventos cardiovasculares en pacientes diabeticos, aparte de los
factores tradicionales

lo cual nos sugiere que se puede incidir sobre los niveles incrementados de
homocisteina y disminuir uno de los factores de riesgo cardiovascular

independientes para desarrollar enfermedad aterosclerética (41).



MARCO TEORICO:

La homocisteina (H) es un aminoacido intermediario que se forma
durante la conversion de metionina (aminoacido derivado de las proteinas de la
dieta) a cisteina. La homocisteina puede ser metabolizada mediante 2 vias (Figura
1):

1) Transulfuracion: esta via se activa cuando hay exceso de metionina o se

requiere sintesis de Cisteina. Aqui la Metionina se une a la Serina para
formar cistationina en una reaccion catailzada por la enzima limitante
Cistationina B-sintetasa (Vitamina B 6 dependiente), posteriormente la
Cistationina es hidrolizada para formar Cisteina la cual se incorpora al
Glutation o se metaboliza en derivados de sulfato y excretada en orina.

2) Remetilacion: en la cual se agrega un grupo metil a la Homocisteina en

una reaccién catalizada por la enzima Metionina Sintetasa (dependiente de
la vitamina B12), y en donde el donador del grupo metil es el N°-
Metiltetrahidrofolato formado por la enzima N°N'°metilentetrahidrofolato
reductasa (N°N**MTHFR)para formar metionina.

Se ha propuesto que la N°N'® MTHFR se encarga de regular las
concentraciones basales de homocisteina, mientras que las enzimas de la via de
la transulfuracion (Cistationina p-Sintetasa) son responsables de revertir los
aumentos postprandiales transitorios de Homocisteina y su actividad puede ser
evaluad mediante la prueba de carga con Metionina, en la cual tras una dosis oral
de Metionina (100 mg/kg peso corporal) se miden concentraciones de

Homocisteina antes de la administracion, a las 4 hrsy a las 8 hrs postexposicion,



y si exceden a dos veces la desviacion estandar del normal se considera que
existe una alteracion en el metabolismo de la Homocisteina. Estos niveles de
homocisteina se han encontrado incrementados en poblacién diabetica tipo 1,
tanto en ayuno como después de una carga oral de metionina y correlaciona mas
con el grado de disfuncion renal que con el resto de complicaciones cronicas
derivadas de la DM, por lo que se ha hipotetizado como un factor clave en la
progresion de la aterosclerosis y por ende en la enfermedad cardiovascular, tanto
en diabetes mellitus tipo 1 (DM1) (42-44) como en la tipo 2 (DM2) (45).
La medicion de la Homocisteina plasmatica total incluye Homocisteina,
disulfidos mezclados con Homocisteina, Homocisteina tialactone,
Homocisteina libre y Homocisteina unida a proteinas. Solo una pequefa parte
de homocisteina circula libremente en la sangre; la mayoria circula unida a
proteinas, la cual representa entre un 70 a un 80 % de las reservas totales. Las

concentraciones normales de Homocisteian total varian de 5 a 15 umol/l en
ayuno.

Kang (46) y colaboradores han clasificado la Hiperhomocisteinemia (HH) en 3
tipos, segun la concentracion total de homocisteina en ayuno en suero:

e LEVE (Concentraciones totales de homocisteina entre 15-30
umol/l).
e MODERADA (mayor de 30 hasta 100 umol/l).
e SEVERA (mayor de 100 umol/l).
La HH leve ocurre en aproximadamente 5 a 7 % de la poblacion general.
Existen evidencias que demuestran que la HH moderada es un factor de riesgo

independiente para desarrollar aterosclerosis de la vasculatura coronaria,
cerebral y periférica.

ETIOLOGIA DE LA HIPERHOMOCISTEINEMIA
Los niveles de homocisteina plasmatica pueden aumentar por uno 0 mMas

mecanismos:



% DEFECTOS GENETICOS EN LAS ENZIMAS INVOLUCRADAS EN EL

METABOLISMO DE LA HOMOCISTEINA:

Deficiencia en la actividad de la Cistationina p-
Sintetasa - mutaciones homocigotas 0
heterocigotas.

Deficiencia de MTHFR — mutaciones homocigotas y
heterocigoticas severas y MTHFR termolabil.
Deficiencia  de Metionina Sintetasa debido a

deplecién de metilcobalamina (vitamina B12).

% DEFICIENCIAS NUTRICIONALES EN LOS COFACTORES

VITAMINICOS:

Selhub y cols. han sugerido que concentraciones plasmaticas inadecuadas de una

0 mas vitaminas B son factores contribuyentes en aproximadamente 2/3 de todas

las causas de HH.

Existe una correlacion negativa entre las concentraciones séricas de Vitamina
B12, B6 y folato y los niveles de Homocisteina en sangre.

Actividad disminuida de Cistationina Sintetasa: debida
a serina o piridoxina séricas disminuidas.

Actividad disminuida de MTHFR: debida a disminucion
del folato o tetrahidrofolato plasmético ocasionados por
abuso de alcohol.

Betaina-Homocisteina  metiltransferasa:  deficiencia

debida a colina plasmatica disminuida.



Sintesis aumentada de Homocisteina: debida a alto
consumo de Metionina.

Metionina Sintetasa disminuida: debido a disminucién
de la vitamina B12 plasmatica; esto puede justificar
las concentraciones plasmaticas elevadas de

homocisteina observada en vegetarianos.

% OTRAS CAUSAS NO GENETICAS DE HIPERHOMOCISTEINEMIA:

Aumento de la Creatinina plasmatica.

Insuficiencia Renal (aumenta las concentraciones
aproximadamente cuatro veces el nivel normal, las
concentraciones disminuyen con didlisis, por lo que no
se sabe si el aumento en las concentraciones se debe
a metabolismo alterado o por disminucion en la
excrecion).

Enfermedad hepética.

Inhibicién de la Dihidrofolato Reductasa (DHFR), la cual
convierte el dihidrofolato en  tetrahidrofolato
biol6gicamente activo el cual sirve como un acarreador
del grupo metil en la remetilacion de homocisteina a
metionina. Farmacos que inhiben DHFR incluyen
metrotexate (depleta folato) y trimetoprim. Otros

farmacos como la Teofilina (inhibidor de la



fosfodiesterasa) al antagonizar la sintesis de Piridoxal
(vVitamina B6), la Fenitoina (interfiere con el
metabolismo de folatos).

e El cigarro también interfiere con el metabolismo de la
Vitamina B6, por lo que puede causar HH.

e Se ha asociado la HH con otros factores como
Hipotiroidismo, Anemia Perniciosa, Asociado a algunos
tipos de Carcinoma (incluyendo mama, Ovario,
Pancreas), la Leucemia Linfoblastica Aguda también
presenta HH, la cual revierte luego de tratamiento con
Quimioterapia.

La Homocistinuria y la HH son causadas por defectos innatos del
metabolismo, la causa mas comun es la deficiencia de la enzima Cistationina p-
Sintetasa, sus manifestaciones clinicas incluyen cristalino ectépico, deformidades
esqueléticas, retraso mental, tromboembolismo y aterosclerosis severa y
prematura (1).

En cuanto a las deficiencias de los cofactores vitaminicos (folato,
vitaminas B6 y B12), se ha encontrado que existe una correlacion negativa entre
los niveles séricos de éstos y las concentraciones plasméaticas de Homocisteina.

La deficiencia de Cofactores vitaminicos es de gran importancia para desarrollar
HH, como un ejemplo de esto, se ha encontrado que los niveles de
Homocisteina estan relacionados inversamente con el consumo de folato,

alcanzando un nivel basal estable cuando el consumo de folato excede

400ug/dia, y 3 mg/d de Vitamina B6, aunque ésta es un determinante mas
débil.



ASOCIACION DE HIPERHOMOCISTEINEMIA CON ATEROSCLEROSIS

La asociacion entre HH y enfermedad sintomatica coronaria, periférica y
cerebrovascular ha sido demostrada en mas de 20 estudios caso-control y
transversales en mas de 2000 pacientes. Los datos de estos estudios
demostraron que los niveles de Homocisteina estan elevados en 31% de
pacientes con enfermedad vascular aterosclerotica comparado con los
controles. Mas aun, la HH ha sido asociada con un riesgo relativo de
enfermedad coronaria que es tan alta como 23.9 veces mas alta que en
controles. En algunos estudios han estimado que hasta 7% de los infartos al
miocardio podrian ser atribuidos a la HH.

Estudios prospectivos demuestran que la HH es un factor de riesgo
independiente para desarrollar enfermedad vascular. Un aumento en las
concentraciones plasmaticas de Homocisteina confiere un riesgo independiente
de enfermedad vascular similar al que presentan el tabaquismo y la
hipercolesterolemia, y tiene un efecto multiplicativo de riesgo entre los
fumadores e hipertensos.

La relacion entre niveles de Homocisteina y mortalidad se han graduado
de acuerdo a los niveles y se dice que la relacion es mayor a niveles de
Homocisteina = 15umol/l.

En estudios recientes se ha establecido que aproximadamente un 10 %
del riesgo de Enfermedad de arterias coronarias en la poblacién general es
atribuible a la HH.

Boushey et al reportaron que un aumento de 5umol/l en las concentraciones de

Homocisteina plasmatica aumentan el riesgo de enfermedad coronaria tanto
como un aumento de 20 mg/dl de colesterol.

En un estudio realizado en 1111 personas seleccionadas al azar de la poblacion,
se encontro que los niveles de Homocisteina correlacionaban positivamente con el
engrosamiento de la pared media de la intima y formacion focal de placa
aterosclerotica en la arteria carotida.

La concentracion de homocisteina se encuentra elevada en un 13-47% de los
pacientes con enfermedad arterial oclusiva (13% en pacientes con enfermedad

coronaria, 35% con EVC y 47% con enfermedad arterial oclusiva periférica).



MECANISMOS FISIOPATOLOGICOS DE LA HIPERHOMOCISTEINEMIA

Algunos estudios sugieren que la propension hacia la aterosclerosis
asociada con HH resulta de disfuncién endotelial y dafio seguido por activacion
plaquetaria y formacion de trombo.

La aterosclerosis inducida por HH se caracteriza por una sustancial
acumulacion de plaguetas y formacion de trombos ricos en plaquetas en los sitios
de dafio endotelial. Se ha propuesto que la lesidon endotelial inducida por
Homocisteina expone la matriz subendotelial (engrosamiento de la intima), lo que
promueve la activacion plaquetaria. Ademas se ha observado una alteracion en la
vasodilataciéon dependiente del endotelio y de la funcién anticoagulante endotelial.

La Homocisteina se autooxida rapidamente, formando especies
reactivas de oxigeno, los cuales se asocian a toxicidad vascular. El Peréxido de
Hidrogeno se ha asociado mas a esto, sugiriéndose que expone la matriz
subyacente y las células del musculo liso, las cuales proliferan y promueven la
activacion de plaquetas y leucocitos. Ademas la oxidacion de Homocisteina
promueve la oxidaciébn de LDL a través de la formacién del radical anion
superoxido, por lo tanto implicandose como factores patogenicos el estrés
oxidativo y la disfuncion endotelial como mecanismos por los cuales la HH puede
causar el evento de pogresion de la enfermedad aterotrombotica (47-48).

La Homocisteina altera el fenotipo antitrombdtico normal del endotelio al
aumentar las actividades de los factores Xll, V y al deprimir la activacion de la

proteina C. Ademas inhibe la expresion de trombomodulina, induce la expresién



de factor tisular y suprime la expresion de Heparan Sulfato por el endotelio. Todo
esto facilita la formacion de trombina y crea un ambiente protrombatico.
El metabolito tiolactona de la Homocisteina puede combinarse con LDL-
colesterol para producir agregados los cuales son tomados por los macréfagos

vasculares en la intima arterial; esas células fumagoides pueden liberar los
lipidos a las placas aterosclerdticas.

Se ha observado que en la HH aguda existe elevacion de los niveles de

moléculas de adhesion vascular y aumenta la viscosidad sanguinea.

TRATAMIENTO DE LA HH
El tratamiento de la Hiperhomocisteinemia varia segun la causa
subyacente; sin embargo la suplementacion con Vitaminas B6, B12 y acido folico
es efectiva para disminuir los niveles de Homocisteina. Las dosis minimas de
vitaminas B6 y B12, asi como acido félico no ha sido establecida. La normalizacién
de las concentraciones de Homocisteina usualmente ocurre dentro de las primeras

4 a 6 semanas de iniciado el tratamiento, aunque los efectos pueden ser
observados incluso a las 2 semanas de tratamiento.

Se ha evaluado la complementacion de los cereales con diferentes
concentraciones de acido félico y vitamina B6 y B12, con el objeto de disminuir los
niveles séricos de Hcy y por ende disminuir el riesgo cardiovascular, lograndose
disminuir estos niveles con un suplemento de acido félico de 499 mg y 665 mg por
30 g de cereal. Algunos autores han sugerido que un aumento en el consumo de
acido folico de 350 mg por dia en hombres y 280 mg por dia en mujeres podrian
potencialmente prevenir 30,500 y 19,000 muertes de causas vasculares
respectivamente.

En otros estudios se ha tratado a pacientes sometidos a procedimientos
de revascularizacion coronaria, mediante la administracion de folato, vitaminas B6
y B12, en algunos estudios logrando reducir la tasa de reestenosis de la arteria

tratada, aunque en otros el beneficio no es claro (en aquellos tratados mediante la



colocacion de stents) en la poblacion en general, pero en un subanalisis se
observa que aquellos pacientes con concentraciones de Hcy por arriba de
15mcmoll/l y los diabéticos si presentan un riesgo de reestenosis menor que los

controles.

OTRAS CONSIDERACIONES SOBRE LA HH

Ademas de lo descrito anteriormente, se debe mencionar que la
homocistinuria, un raro defecto genético autonémico recesivo, se caracteriza por
niveles marcadamente elevados de homocisteina en sangre y homocistinuria,
ademas de defectos que involucran a los 0jos, el sistema nervioso central y la
vasculatura, se observa un desarrollo temprano de osteoporosis generalizada.
Recientemente, se publicaron algunos estudios en los cuales se establece la
relacion entre la HH y el riesgo y desarrollo de osteoporosis y fractura de cadera,
aun independientemente de la densidad mineral 6sea y otros factores de riesgo
potenciales para fractura osteoporética. Esto se cree se debe a un defecto de
entrecruzamiento del colageno en el hueso.

Por otro lado, la hiperhomocistinemia se ha reconocido como un factor
de riesgo importante para el desarrollo de alteracion cognitiva, incluyendo la
observada en la enfermedad de Alzheimer.

MEDICION DE LA HOMOCISTEINA

La homocisteina total es la suma de homocisteina y las variedades de
homaocisteinil de los disulfuros de homocisteina y homocisteina-cisteina, tanto
libre o unida a proteinas.
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Figura 1. Vias metabolicas implicadas en el metabolismo de la
homocisteina.



HIPOTESIS:

La hiperhomocisteinemia tiene una mayor prevalencia en diabéticos tipo
2 que en un grupo de individuos no diabéticos, y existe una estratificacion con
niveles progresivos de homocisteina en los portadores de microalbuminuria,
disminucién de la filtracion glomerular e insuficiencia renal cronica en fase

sustitutiva.

OBJETIVOS:

GENERAL:
Demostrar que los pacientes diabéticos sufren elevacion de los niveles
séricos de homocisteina total, en forma progresiva y conforme desarrollan dafio

microvascular renal hasta la insuficiencia renal cronica en fase sustitutiva.

ESPECIFICOS:
a. Encontrar relacién entre niveles séricos de Homocisteina y niveles

séricos de folatos e ingesta de éstos.

b. Observar como influyen las concentraciones de Homocisteina sobre

los niveles de presion arterial sistémica.



c. Calcular la ingesta diaria promedio de Vitamina B6, acido fdlico y
Metionina para observar cambios en las concentraciones séricas de

Homocisteina y acido Félico.

d. Evaluar dafios a o6rganos afectados por cambios cronicos de
diabetes como rifidn, nervios y retina. El dafio renal sera medido
mediante depuracion de creatinina, la neuropatia a través del indice
neuropatico en diabéticos (ver anexo 2), y la retinopatia mediante
examen del fondo de ojo con pupila dilatada mediante un

oftalmoscopio.

e. Observar como influyen la ingesta de alcohol y el tabaquismo en las

concentraciones séricas de Homocisteina y Acido folico.



METODOLOGIA:

TIPO DE ESTUDIO:

Observacional, descriptivo y comparativo.

LUGAR DE REALIZACION DEL ESTUDIO:

El estudio se realizo en la consulta externa'y salas de hospitalizacion del Hospital
Central Dr. Ignacio Morones Prieto en San Luis Potosi, S.L.P en conjunto con el
departamento de Medicina Interna del Instituto Nacional de Ciencias Medicas y

Nutricion.

UNIVERSO:

Se seleccionaran 120 individuos tomados de la consulta externa que
acuden a las consultas de Endocrinologia, Oftalmologia, Cirugia Vascular,
Nefrologia, Medicina Interna, del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”y
pacientes hospitalizados en salas de Medicina Interna, divididos en 4 grupos de 30

pacientes cada uno de la siguiente manera:

A) Individuos diabéticos sin albuminuria ni disminucion en la depuracion de
creatinina.

B) Pacientes diabéticos con microproteinuria.

C) pacientes diabéticos con disminucion de la Filtracion Glomerular.

D) pacientes diabéticos con Insuficiencia Renal Crdnica en Fase Sustitutiva no

en didlisis.



MUESTRA:

Muestra por conveniencia de 120 pacientes. La presente distribucion y
seleccién del nimero de pacientes se baso en consideraciones empiricas y por
conveniencia del grupo de investigacion. Esto es, debido a que el numero de
reactivos por kits era de 40, solo obtuvimos 3 y por eso fue nuestro tamano de la

muestra.

MUESTREO:

No existi6 como tal. Se reclutaron pacientes todos los dias de la
semana, en los lugares arriba sefialados, hasta completar nuestro tamafo de
muestra (numero establecido en 120 individuos), segun nuestros criterios de

inclusion, exclusiéon y eliminacion.



CRITERIOS DE INCLUSION:

Pacientes que presenten las siguientes caracteristicas:

INTEGRANTES DEL GRUPO A (DIABETICOS SIN NEFROPATIA):
e Ambos sexos.
e Edad de 18 afos en adelante.
e Pacientes con Diabetes Mellitus y enfermedad renal
tomando en cuenta: Quimica Sanguinea, Examen
General de Orina, Microalbuminuria y depuracion de

creatinina normales o negativos.

INTEGRANTES DEL GRUPO B (MICROALBUMINURIA):
e Ambos sexos.
e Diabetes mellitus tipo 2.
e Edad mayor de 18 afios
e Microalbuminuria (definida como concentraciones de

albumina entre 30 y 300 mg en orina de 24 hrs)



INTEGRANTES DEL GRUPO C (DISMINUCION DE LA FILTRACION
GLOMERULAR):
e Ambos sexos.
e Diabetes mellitus tipo 2.
e Edad mayor de 18 afios.
e Velocidad de filtracion glomerular disminuida (menos

de 60 ml/min). Segun formula en anexo 3.

INTEGRANTES DEL GRUPO D  (INSUFICIENCIA RENAL CRONICA
(TERMINAL)):

e Ambos sexos.

Diabetes mellitus tipo 2.

Edad mayor de 18 afos.

IRC Terminal.

CRITERIOS EXCLUSION:

Pacientes que presenten una de las siguientes caracteristicas:

Negativa a participar en el estudio

e Mujeres menstruando.

e Embarazadas.

e Alcoholismo intenso (equivalente a mas de 100 cc de
destilados diarios).

e Problemas de malabsorcion intestinal (vgr fistulas)



Tratamiento con antifolatos , metrotexate, fenitoina,
teofilina

Tratamiento reciente con sulfas (menos de 1 mes)

Tratamiento con vitaminas B12 y B6, acido félico

actualmente.

Pacientes con enfermedades concurrentes como

hipotiroidismo, hepatopatia o infecciones cronicas como

tuberculosis pulmonar o infeccion por VIH/SIDA.

CRITERIOS ELIMINACION:

Pacientes de los que no se dispongan datos suficientes

para analisis estadistico.



Se presentan en la siguiente tabla:

VARIABLES:

Variable Tipo Discreta- Dimensién Operacionalizacion
Continua
Edad Cuantitativa Discreta Afios cumplidos > de 17 afios
Sexo Cualitativa Discreta Masculino-femenino M-F
Tabaquismo Cualitativa Discreta Numero de cigarros Leve-moderado-intenso
Alcoholismo Cualitativa Discreta Cantidad de alcohol Leve-moderado-intenso
Presion arterial sistdlica Cuantitativa Discreta Milimetros de mercurio  M&xima normal de 140 milimetros de mercurio
Presion arterial diastolica Cuantitativa Discreta Milimetros de mercurio  M&xima normal de 90 milimetro de mercurio
Diabetes Mellitus tipo 2 Cualitativa Discreta Tipo 2 Tipo 2
Homocisteina Cuantitativa Continua Micromoles/litro Normal <15pmol/l,
Acido félico Cuantitativa Continua Miligramos/litro Rango normal mayor a 5
Creatinina Cuantitativa Continua miligramos/decilitro Rangos normales 0.7-1.4mg/dl
Albuminuria Cuantitativa Continua Miligramos/dia Rango 30-300 mg/24 h
Depuracion de Creatinina Cuantitativa Continua Mililitros/minuto Valor < 60ml/min
Metformin Cuantitativa Discreta Miligramos/dia Cantidad diaria promedio
Insulina Cuantitativa Discreta Unidades Cantidad diaria promedio
Sulfonilureas Cuantitativa Discreta Miligramos Cantidad diaria promedio
Otras complicaciones de Cualitativa Discreta Neuropatia-retinopatia  Retinopatia: proliferativa y no proliferativa
Diabetes Mellitus Neuropatia: DNI 0-8 (ver anexo 2)
Insuficiencia renal cronica Cualitativa Discreta Criterios clinicos y de Pacientes con DCr <15 ml/min

laboratorio




INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE INFORMACION:
Se efectuarda mediante hoja individual de recoleccion de informacion y
del indice de neuropatia diabetica (IND, 49) las cuales se presentan del Anexo 1y

2 respectivamente.

MANERA PROPUESTA DE COMO SERA PROCESADA LA INFORMACION:
Posterior a la obtencion de resultados y a su recoleccion en una hoja
individual de recoleccién, la informacion se proceso en SPSS version 13, donde se

efectuo todo el andlisis estadistico.

FORMA EN QUE SERAN PRESENTADOS LOS RESULTADOS:
Los resultados seran presentados en tablas comparativas entre los diversos

grupos.

LIMITACIONES DEL ESTUDIO:

Econdmicos, numero de pacientes, tiempo para elaboracion de estudio.



CONSIDERACIONES ETICAS:

A cada paciente se le invito a participar en el protocolo y se explico el
motivo de la toma de muestra. Aquellos que aceptaron participar se les solicito que
firmaran el consentimiento informado, ademas de dos testigos en cada caso. El
consentimiento informado se presenta en el anexo 4.

Este estudio se sometio a consideracion con el departamento de
investigacion y etica del Hospital central Dr. Ignacio Morones Prieto, siendo
aprobado.

RECURSOS:
HUMANOS:

Departamento de Medicina Social, Departamento de Endocrinologia,

Laboratorio del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”. Investigadores.

Instituto Nacional de Ciencias Medicas y Nutricion “Salvador subiran”.

MATERIALES:

Kits de homocisteina y de acido félico, jeringas, baumanometro,
estetoscopio, oftalmoscopio, martillo de reflejos, diapasén de 128 Hz, alcohol y
torundas.

FINANCIEROS:

Se proporcionaron por el Servicio de Endocrinologia Hospital Central

“Dr. Ignacio Morones Prieto”.
CRONOGRAMA
El cronograma de actividades efectuadas en el periodo de estudio se encuentra en

el Anexo 5.



RESULTADOS

Material y métodos
Se incluyeron un total de 103 pacientes diabéticos que se reclutaron de las
consultas de medicina interna y endocrinologia del hospital central Dr. Ignacio
Morones Prieto en San Luis Potosi, S.L.P. México, se analizaron los datos en
conjunto los departamentos de Medicina Interna del INCMNSZ y del Hospital
Central Dr Ignacio Morones Prieto. Los criterios de inclusion fueron: pacientes
diabéticos tipo 2 entre 18 y 75 afos de edad con diferentes grados de funcién
renal distribuidos en 4 grupos:

1. Funcion renal normal

2. Microalbuminuria (de 30 a 300 mg/dia de albuminuria en orina de 24 hrs)

3. Disminucion de la depuracion de creatinina (entre 60 y 15 ml/min)

4. Insuficiencia renal terminal no en didlisis (insuficiencia renal en fase

sustitutiva, IRCT-FS).

Se excluyeron pacientes que cursaran con otras enfermedades concomitantes que
alteren el metabolismo del acido félico y de las vitaminas B6 y B12; tabaquismo y
alcoholismo actuales; embarazadas, uso de medicamentos que alteren el
metabolismo del acido félico como el metotrexate, sulfas, antifolatos asi como
suplementacion con acido folico y vitaminas del complejo B y enfermedades
cronicas como el hipotiroidismo, enfermedades reumatologicas, infecciones

cronicas como tuberculosis, VIH/SIDA, hepatopatia.



A cada paciente se le realizé historia clinica consistente en un interrogatorio
extenso, principalmente orientado a la busqueda de factores que potencialmente
alteraran el metabolismo del acido félico y vitaminas del complejo B, ademas de
una exploracion fisica detallada en busqueda de complicaciones cronicas por
diabetes mellitus. A todos los pacientes se les realiz6 fundoscopia con pupila
dilatada y evaluacion por parte del servicio de oftalmologia en busqueda de
retinopatia, la cual se clasificO en retinopatia diabética no proliferativa,
preproliferativa y proliferativa. Ademas se evaluaron para la presencia de
neuropatia diabética segun el indice de neuropatia diabética publicado con
anterioridad (49).

A todos los pacientes se les realizO recoleccion de orina en 24 hrs. para
determinacion de niveles de creatinina y albuminuria segun los métodos habituales
mediante turbidimetria y nefelometria respectivamente. Ademas se determiné
creatinina, glucosa, urea, hemoglobina glucosilada y determinacion de
homocisteina y acido félico en sangre venosa periférica luego de ayuno de 12 hrs.

con los kits que se emplean en forma comercial.

Resultados

Las caracteristicas basales de los pacientes se enumeran en la tabla 1.

En cuanto a la edad no se encontr6 diferencia estadisticamente significativa
aunque en los grupos de disminucién de la depuracion e IRC-FS fue mayor. Los
afos de diagndstico de diabetes mellitus no fueron significativos estadisticamente

aunque hubo una tendencia a ser mayores en los grupos de disminucién de la



depuracion y en IRC-FS. EIl control metabdlico segun la hemoglobina glucosilada
no difirio estadisticamente en los 4 grupos.

Se observé que la severidad de la retinopatia diabética es inversamente
proporcional al nivel de depuracion de creatinina.

Aunque se encontraron cambios en cuanto al nivel de presion arterial sistémica
tanto sistolica como diastdlica conforme progresa la disfuncion renal, anicamente
se encontraron diferencias en la presion sistélica entre el grupo de IRC-FS
comparado con los grupos control y de microalbuminuria (p<0.05). El indice de
neuropatia diabética también fue mayor en los grupos de disminucién de la
depuracion y de IRC-FS con diferencia estadisticamente significativa comparado
con los grupos control y microalbuminuria (p<0.001).

El porcentaje de enfermedad macrovascular obtenido mediante el antecedente de
cardiopatia isquémica o amputacion de algin miembro por causas inherentes a la
diabetes también fue mayor conforme progresa la enfermedad renal.

Se observé que conforme disminuye la depuracidén de creatinina segun los grupos
de estudio existe una elevacién progresiva de los niveles séricos de homocisteina
(figura 1), esto evidenciado en los grupos de disminucion de la depuracion y en
IRC-FS, en donde existio una diferencia estadisticamente significativa entre el
grupo de disminucién de la depuracién y el control (p<0.05), asi como en el grupo
de IRC-FS versus el control y el de microalbuminuria (p<0.001). De manera
interesante llama la atencién que los niveles de homocisteina en los grupos control
y de microalbuminuria fueron similares.

En cuanto a los niveles de acido félico en los pacientes en IRC-FS se encontraron

disminuidos de manera significativa en comparacion con los grupos de



microalbuminuria y disminucion de la depuracion (figura 2) (p< 0.01), y aunque no

de manera significativa también con el grupo control.



Discusion y conclusiones

Los resultados aqui presentados muestran que los niveles séricos de
homocisteina se relacionan de manera inversamente proporcional con la
depuracion de creatinina, ya que entre los grupos control y microalbuminuria la
depuracion de creatinina se encontré en rangos normales y no existio diferencia
entre ellos en los niveles de homocisteina, lo cual sugiere participacion de la
depuracion per se como causa de esta elevacion y no unicamente los cambios
incipientes de la nefropatia diabética (microalbuminuria). Entre los grupos de
microalbuminuria y disminucion de la depuracion de creatinina se observé que en
los ultimos el nivel de homocisteina fue mayor y aunque esta diferencia no fue
estadisticamente significativa clinicamente puede representar un cambio
importante.

Las diferencias en la concentracidén sérica de acido félico en el grupo de IRC-FS
versus microalbuminuria y disminucion de la depuracion de creatinina indican un
cambio metabdlico importante en las concentraciones séricas de &cido félico que
se asocia a un aumento en las cifras de homocisteina total en sangre.

En numerosos estudios se ha propuesto a la homocisteina como un factor de
riesgo cardiovascular con implicacion directa sobre la patogénesis de la disfuncién
endotelial, dafio oxidativo, aterosclerosis acelerada asi como propension a la
trombosis, aunque su papel causal en estudios recientes es dubitable. Empero, se
propone como un marcador de riesgo cardiovascular, que indica Unicamente
mayor propension a enfermedad aterosclerosa y por ende muerte, sin ser una
causa directa en la patogénesis, aunque en los subgrupos de pacientes con

diabetes mellitus se ha observado mejoria en la progresiéon de la enfermedad



ateroscleroética al suplementar a estos pacientes con acido folico y vitaminas del
complejo B, por lo que se deben realizar estudios mas extensos para conocer la
patogénesis de la homocisteina especificamente en la poblacion diabética.

Basado en los resultados obtenidos en este estudio y en otros sub-analisis en
poblacion diabética, sugerimos realizar determinaciones sistematicas de
homocisteina y acido félico en todos los pacientes diabéticos con nefropatia
terminal y suplementarlos con acido félico y vitaminas del complejo B dada la muy
baja tasa de complicaciones relacionadas al exceso de estas vitaminas y al bajo
costo.

Tabla 1. Caracteristicas demograficas, tiempo de evolucion y control cronico de
los pacientes diabeticos.

A B C D)
SIN ND MAU | DCr IRC
Edad (afios) 52.249.8 52.3 +14.5 60.3+12.8 56.2+8.2
n 28 23 26 26
% H 21,4 34,8 42,3 42,3
%M 78,5 65,2 57,7 57,7
Evolucion 88+73 10 5.2 16+9.6 14.7+ 6.6
(anos)
Hb A1C (%) 8.2+1.8 9.9+3.0 8.7+2. 8.6 £2.3

En esta tabla se muestran los diferentes grupos de estudio designados con las
letras A grupo sin nefropatia diabetica (SIN ND), B grupo con microalbuminuria
(MAU), C grupo con disminucién de la depuracion de creatinina ( DCr) y D grupo
de insuficiencia renal cronica en fase sustitutiva (IRC). N numero de pacientes; H
hombre; M mujer; HbA1C nivel de hemoglobina glucosilada. Lo datos se presentan
como medias + DE (desviacion estandar).



Tabla 2. Complicaciones oftalmoldgicas.

A 2] C D

COMPLICACIONES SIN ND MAU | DCr IRC
Retinopatia diabética

NO 67,8% 39,1% 19,2% 3,8%
RDNP 25% 30% 35% 19%
RDP 7,1% 30,4% 34,6% 50%
NV 0 0 7,6% 19,3%
amaurosis 0 0 3,8% 7,6%

Se enumeran los tipos de retinopatia diabética en el grupo estudiado. NO sin
retinopatia diabética; RDNP retinopatia diabética no proliferativa; RDP retinopatia
diabética proliferativa; NV neovascularizacion. Los datos se presentan como
porcentajes del evento encontrado.

Tabla 3. Caracteristicas de la presion arterial, neuropatia diabetica y enfermedad
cardiovascular en el grupo de estudio.

A 2] C D

SINND MAU | DCr IRC
TAS 129+15 121+15 133122 145+25*
(mm Hg)
TAD 81+ 9 78 +7 7819 85+12
(mm Hg)
%HTA 25% 35% 58% 85%
IND 2015 3542 4.5 5.0 £1.5**

+2.5%*
MACRO EnfCV 3,5% 8,7% 11,5% 10,5%
Amputacion  3,5% 4,3% 19% 8%

Aqui se muestran los datos clinicos de la presion arterial sistolica (TAS), presion
arterial diastolica (TAD), porcentaje de hipertension HTA, indice de neuropatia
diabetica (IND), enfermedad macrovascular (MACROQO). CV cardiovascular. Los
datos son medias + DE (desviacion estandar) ; * P <0.05 vs sin nefropatia
diabetica y microalbuminuria, **P<0.001 vs sin nefropatia diabetica.
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Figura 2. Se grafican en el eje de las x los diferentes grupos de pacientes
diabeticos de acuerdo al grado de disfuncion renal. En el eje de las y, a la
izquierda se grafica la depuracion de creatinina y a la derecha las concentraciones
de homocisteina. Se observa como al disminuir la velocidad de depuracion de
creatinina, aumentan en forma progresiva los niveles de homocisteina.
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Figura 3. Se grafican en el eje de las x los diferentes grupos de pacientes
diabeticos de acuerdo al grado de disfuncion renal. En el eje de las y, a la
izquierda se grafica las concentraciones de homocisteina y en la derecha las de
acido folico. Se observa como al disminuir la velocidad de depuracion de
creatinina, aumentan en forma progresiva los niveles de homocisteina y que en el
grupo de IRC, los niveles de acido folico se encuentran disminuidos en forma
estadisticamente significativa comparados con los grupos de MAU y disminucién
de la depuracion, y aunque no estadisticamente significativo, tambien con el grupo
control.



ANEXO 1
HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

PACIENTE #

NOMBRE

REGISTRO

EDAD

SEXO

TIPO DM

TIEMPO DE EVOLUCION

CONTROL METABOLICO

TA TAS
TAD

Cr SERICA

DCr CALCULADA

HOMOCISTEINA

IACIDO FOLICO

MICROALBUMINURIA

USO DE METFORMIN

SULFONILUREAS

INSULINA

CONSUMO DE ALCOHOL FRECUENCIA

(CANTIDAD

EVOLUCION

FRECUENCIA

TABAQUISMO

CANTIDAD

EVOLUCION

PRESENCIA DE COMPLICACIONES [NEFROPATIA

RETINOPATIA

NEUROPATIA

PRESENCIA DE ENF CARDIOVASC




ANEXO 2

INDICE DE NEUROPATIA DIABETICA (DIABETIC NEUROPATIC INDEX) IND

(49)

Appearance of
feet
right

Left

Present(0)

Ankle reflexes

Yes (0) No(1)

Normal?
if no, check all that apply:
Deformed
Dry skin
Infection
Ulceration (1)

Normal?
if no, check all that apply:
Deformed
Dry skin
Infection
Ulceration (1)

Present with Absent(1)
reinforcement
(0.5)

Right

Left
Vibration
perception at
great toe

Right

Left

Total /8 points



ANEXO 3

CALCULO DE LA DEPURACION DE CREATININA SEGUN COCKROFT

DEPURACION DE CREATININA ESTIMADA:

(140-EDAD)(PESO IDEAL KG)

: EN HOMBRES (x 0.85 EN MUJERES)
(72)(CREATININA SERICA,MG/DL)

PESO IDEAL HOMBRES: 50.0 KG + 2.3 KG POR CM ARRIBA DE 1.50 MTS
PESO IDEAL MUJERES: 45.5 KG + 2.3 KG POR CM ARRIBA DE 1.50 MT



ANEXO 4
HOSPITAL CENTRAL DR. IGNACIO MORONES PRIETO

CONSENTIMIENTO INFORMADO

San Luis Potosi, S.L.P. FECHA: ____________

Por medio de la presente YO ACEPTO participar en el
protocolo de investigacion titulado: ““RELACION ENTRE LAS DIVERSAS FASES DE
DANO RENAL EN DIABETICOS TIPO 2 Y NIVELES SERICOS DE HOMOCISTEINA Y
ACIDO FOLICO”. Registrado ante el Consejo de Etica del Hospital Central con el
NO. , cuyo objetivo consiste en determinar la asociacion de los niveles
sanguineos de homocisteina y dcido fdlico en pacientes en diversos estadios de
daro renal.

Se me ha explicado que mi participacion consiste en responder algunas preguntas
relacionadas con mi enfermedad (en pacientes diabéticos), asi como la obtencion
de muestras sanguineas para su andlisis en el laboratorio de este Hospital.
Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles inconvenientes,
molestias y beneficios derivados de mi participacion en el estudio; y entiendo que
en el momento que lo desee, puedo retirarme del estudio, sin que ello afecte mi
atencion médica por parte de la institucion.

firma aceptacion
TESTIGOS

NOMBRE.
FIRMA

NOMBRE.




ANEXO 5

CRONOGRAMA
PERIODOS ACTIVIDADES
AGOSTO - OCTUBRE 2006 ELABORACION Y REVISION DE
PROTOCOLO DE

INVESTIGACION

OCTUBRE - JUNIO 2007 MUESTREO DE  PACIENTES
SEGUN CRITERIOS DE
INCLUSION, EXCLUSION Y
ELIMINACION.

TOMA DE MUESTRAS

JUNIO- MARZO 2008 PROCESAMIENTO DE DATOS Y

OBTENCION DE RESULTADOS
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