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RESUMEN

Contexto: El estrés oxidativo ha sido asociado como un contribuyente importante de la
patogénesis y el desarrollo de complicaciones en enfermedades cronicas, dentro de las
cuales se encuentran la enfermedad renal cronica.

Objetivo: El propdsito de este estudio fue investigar los cambios en el estado
antioxidante y oxidativo inducido por la enfermedad renal cronica (ERC) en pacientes en
estadio temprano (ERC1) vs terminal (ERCS5).

Diseno: Estudio transversal analitico, donde se estudiaron diferentes marcadores de
estrés oxidativo en muestras de suero de participantes divididos en dos subgrupos: (A)
sujetos con ERC en estadio 1; (B) sujetos con ERC en estadio 5

Materiales y métodos: Se midi6 la actividad de dos antioxidantes(AOx): glutatién total
(GSH), y vitamina C (VC) y dos oxidantes (Ox): malondialdehido (MDA) y productos
tardios de la glucosilacion (AGEs). Paralelamente se obtuvieron valores clinicos y
bioquimicos de todos los participantes. El analisis estadistico de los resultados obtenidos
se realiz6 mediante métodos estadisticos paramétricos o no paramétricos segun se
requirid (prueba t de Student o U de Mann-Whitney). Se buscé correlacion entre la
severidad de la ERC y los marcadores bioquimicos de estrés oxidativo, asi como de la
funcion renal. El valor de p<0.05 se considerd significativo.

Consideraciones éticas: El proyecto se aprobd por el comité local de investigacién en
salud (R-2017-3601-48). Este estudio cumplié con la normatividad de la Ley General de
Salud y del Cdodigo de Helsinki vigentes.

Resultados: El analisis mostréo una elevacion significativa en la cuantificacion de los
productos avanzados de la glucosilacion (AGE’s) en el paciente con enfermedad renal
cronica estadio 5 con respecto a pacientes en el estadio 1 (p<0.0001). El malondialheido
mostré un comportamiento similar (p<0.0001). En cuanto al grupo de los antioxidantes,
la vitamina C mostré una disminucion importante en el paciente con enfermedad crénica
en estadio 5 con respecto a pacientes en el estadio 1 (p<0.0001). Los niveles de glutation
(GSH) mostraron también una disminucion marcada. (p=0.0029) Como se esperaba la
creatinina se encontré considerablemente elevada en el estadio 5, que va de la mano con
la disminucidén en la tasa de filtracion glomerular en este tipo de pacientes (<0.0001). En
las mediciones de rutina, se han observado también diferencias estadisticas entre el
grupo 5 en comparacion con el grupo 1. El resto de las mediciones permanecieron sin
cambios.

Conclusiones: Este estudio demostramos que los pacientes con ERC terminal tienen
notablemente afectados los biomarcadores relacionados con el estrés oxidativo.

Palabras clave: Biomarcadores, estrés oxidativo, enfermedad renal crdénica, adultos,
antioxidantes
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INTRODUCCION

La Enfermedad Renal Croénica (ERC), es el término genérico para un grupo
heterogéneo de desérdenes afectando la estructura y la funcion renal durante al menos
tres meses; ésta consiste en la pérdida progresiva, permanente e irreversible de las
funciones renales, (id est, tasa de filtrado glomerular < 90 mL/min/1.73 m2), provocando
el desarrollo del sindrome urémico.! Este sindrome resulta de los efectos bioldgicos de
los metabolitos que no son excretados o metabolizados por los rifiones y son retenidos
en el cuerpo, afectando practicamente cualquier 6rgano, con manifestaciones
cardiovasculares, endocrinas, neurologicas, hematologicas y osteoarticulares, entre

otras.?

Cuando la capacidad de los rifiones para filtrar ha disminuido por abajo de 15
ml/min/1.73m2, la enfermedad se conoce como Enfermedad Renal Crénica avanzada o

terminal y cuyo Unico tratamiento es la dilisis o hemodialisis. 2

Actualmente la enfermedad renal crénica se clasifica tomando en cuenta criterios
de filtrado glomerular, Marcadores de dafo renal, asi como albuminuria de la siguiente

manera.3 (Ver cuadro 1, 2, 3)



Cuadro 1

Estadio Velocidad de Descripcion
Filtracion
Glomerular VFG
(mL/min/1.73 m2)
1 > 90 Dano renal con VFG normal o alta
60 - 89 Dario renal con ligero descenso de la VFG
3 \ 3a 45 - 59 Dano renal con descenso moderado de la VFG
- 3b 30 - 44
4 29 -16 Dano renal con descenso grave de la VFG
5 <15 Dano severo de la funcién renal y con requerimiento de
terapia sustitutiva

La ERC es una enfermedad silenciosa, ésta solo produce sintomas en estadios
avanzados, por lo que la mayoria de las personas acuden para tratamiento en etapas

tardias de la enfermedad. 2

Cuadro 2
Marcadores de e Albuminuria (Tasa de Excrecion de Albumina=30 mg/24
Dafo Renal horas; Razén albumina-creatinina 230 mg/g [23

mg/mmol])

e Anormalidades en el seguimiento urinario

o Alteraciones en electrolitos y otras anormalidades debido
a defectos tubulares

o Anormalidades detectadas por Histopatologia

« Anormalidades detectadas en Estudio de Imagen

o Historia de Trasplante renal

Cuadro 3

Razon Albumina Creatinina (ACR)

Categoria | REA (mg/24 | (mg/mmol) | (mg/g) Termino
horas)
A1 <30 <3 <30 Normal a moderadamente
incrementada
A2 30-300 3-30 30— Moderadamente incrementada
300
A3 >300 >30 >300 Severamente incrementada




Segun estadisticas internacionales, México es considerado como uno de los
paises con mayor incidencia de ERC, y donde existe la mayor tasa mortalidad entre este
tipo de pacientes. Ademas, se considera a América Latina como la region del Mundo con

la tasa mas alta de mortalidad entre pacientes con ERC a nivel mundial. 4

Causas de la Insuficiencia Renal Crénica

Existen diferentes factores para el desarrollo de ERC, las dos mas frecuentes son

la diabetes mellitus y la hipertension arterial sistémica descontroladas; sin embargo,

existen multiples causas (Ver cuadro 4).

Cuadro 4
Causas de la Enfermedad Renal Factores de riesgo para el desarrollo de
Crénica la enfermedad renal crénica
Glomerulopatias Historia familiar de enfermedades renales
Infecciones urinarias de Repeticion Bajo peso al nacer
Enfermedades tubulointersticiales Obesidad
Enfermedad poliquistica renal Bajo peso al nacer
Dafio o trauma directo al rifidn Tabaquismo y drogas de abuso
Lupus eritematoso sistémico y otras Dislipidemia
enfermedades autoinmunes
Litiasis renal Dieta rica en proteinas.
Uso prolongado de analgésicos u otros Hiperuricemia
farmacos nefrotoxicos
Diabetes mellitus (1, y 2) Enfermedad cardiovascular
Hipertensién arterial Edad avanzada
Bajo nivel educativo o social

En paises desarrollados la ERC esta generalmente asociada a edad avanzada,

diabetes, hipertension, obesidad y enfermedad cardiovascular. ' En México la principal
5



causa de enfermedad renal crdnica es la diabetes mellitus (43%), hipertension arterial
(17%), glomerulopatias crénicas (14,4%), no determinadas (9.2%), enfermedad
poliquistica renal (4,7%), malformaciones congénitas de la via urinaria (4%), nefropatia

lipica (3,3%) y otras (4,4%). °

Complicaciones de la Enfermedad Renal Crénica

Existen multiples complicaciones asociadas a ERC (cuadro 5), sin embargo, la
enfermedad cardiovascular (ECV) es la principal causa de muerte en pacientes con
ERC."2Los estudios recientes se han centrado en el desarrollo de terapias nuevas para
reducir la mortalidad y la morbilidad por ECV en los pacientes con ERC. Los factores de
riesgo cardiovascular conocidos, tales como hipertension arterial, diabetes mellitus y la
hiperlipidemia,®> estan fuertemente asociados con un mal prondstico, sin embargo,
actualmente se sabe que existen también factores de riesgo no tradicionales para la

enfermedad cardiovascular en los pacientes con ERC tales como el estrés oxidativo.8

Cuadro 5
Consecuencias del Sindrome Urémico
Cardiovasculares Hipertension, sobrecarga Hidrica,
Insuficiencia Cardiaca
Hematolégicas Anemia, hipercoagulabilidad, hemorragia,
susceptibilidad a infecciones
Endocrinas Hiperparatiroidismo, resistencia a la Insulina,
disfuncion tiroidea, infertilidad
Osteoarticulares Osteomalacia, enfermedad adinamica del
hueso
Neurolégicas Polineuropatia, disfuncién cognitiva
Gastrointestinales Anorexia, nausea, vomito
Dermatolégicas Atrofia cutanea, prurito, calcifilaxis
Otras Desnutricién, hipercalemia, acidosis
metabdlica




El estrés oxidativo resulta de un exceso en la produccion de las especies reactivas
de oxigeno (EROs) y/o en la reduccion de los antioxidantes como mecanismos de
defensa, esta bien documentado que en el paciente urémico existe una asociacion directa
con la disfuncién endotelial, la inflamacién, la aterosclerosis acelerada y su relacion con

la enfermedad cardiovascular. 7-8

CONCEPTO DE OXIDACION Y ESTRES OXIDATIVO

Se denomina reaccién de reduccidon-oxidacion, o reaccion redox a aquella
transformacion quimica en la que existe transferencia de electrones de un compuesto a
su contraparte. EI compuesto reducido de un sistema transfiere electrones a la forma
oxidada de otro, provocando un cambio en sus estados de oxidacion. Los elementos que
tienden a ceder electrones facilmente y a oxidarse se les conoce como agentes
reductores, mientras los que reciben electrones y se reducen se les llama agentes

oxidantes. El conjunto de un oxidante y un reductor se le conoce como sistema redox. °

El estrés oxidativo describe un estado de dafo tisular causado por el desbalance
entre la generacion de compuestos oxidantes y mecanismos antioxidantes insuficientes.
Los radicales libres son parte de estas moléculas dentro de ellos se encuentran las
especies reactivas de oxigeno (EROs). Estas representan un tipo de moléculas que
derivan del metabolismo del oxigeno y existen en todos los organismos aerdbicos.? La
mayoria son de origen enddgeno y son subproductos de reacciones normales y
esenciales, como la generacién de energia mitocondrial y las reacciones catalizadas por

el sistema P450. Entre los factores externos se incluyen las infecciones por bacterias,

7



parasitos, hongos y virus.

La mayor parte de las reacciones redox se llevan a cabo en compartimientos
especiales dentro de las células como membranas lipidicas, no obstante, ni los lipidos,
proteinas o carbohidratos pueden recibir un electron, sin embargo, existen estructuras no
proteinicas que se conocen como grupos prostéticos capaces de recibir electrones sin
convertirse en radicales libres. Un ejemplo de estos grupos son el hierro y el cobre. Otro
grupo biolégicamente importante son las vitaminas C, E, la coenzima Q, la bilirrubina y

algunos carotenoides.°

A pesar de este sistema de proteccion, pueden existir fugas en el sistema y generar
dano tisular con inflamacién crénica, situacién que ocurre frecuentemente en algunas

enfermedades.8

Radicales libres

La mayoria de los compuestos que forman a los seres vivos estan compuestos de
carbono (C), hidrégeno (H), oxigeno (O) y nitrdgeno (N). Todos son no metales y se
encuentran unidos por enlaces covalentes. Para mantenerse estables requieren 8
electrones (e-) en su ultimo nivel de energia y que éstos se encuentren en pares. Para
poder llegar a este nivel de estabilidad los elementos se unen y comparten electrones, a
esto se le conoce como enlace covalente. Estos enlaces son sumamente estables. El
rompimiento del enlace puede ser de dos tipos: heterolitico u homolitico. En el primero la

separacion implica que un atomo o molécula se quede con el par de electrones completo
8



y el otro se quede sin nada, al adjuntarse un electron de mas adquiere carga negativa
(anion) y al perderlo positiva (catiéon). En el segundo al romperse cada una de las
moléculas conserva su electron lo que indica que ninguna tendra pareja, esto genera

moléculas muy inestables conocidas como radicales libres. '3 (Figura 1)

Figura 1. Formacién de radicales libres 6

Un radical libre (RL) se puede definir como cualquier especie atdmica o molecular
con uno o mas electrones desapareados. Los radicales libres son moléculas altamente
reactivas, esta reactividad depende del tipo de radical del que se trate, asi como de la

molécula con la cual reaccione. °

La historia de los RL como intermediarios reactivos inicia desde 1900 con los
9



experimentos de Gomberg, sin embargo, hasta 1960-69 Fridovich y McCord descubrieron
una enzima que eliminaba radicales libres a nivel fisioldégico. Afios mas tarde la
comunidad cientifica reconocio su trabajo, y actualmente se sabe que esa enzima es la

superoxido dismutasa (SOD) que interviene en la eliminacion del radical superéxido (Oze

)_ 12

En un inicio se pensaba que los RL eran puramente dafiinos pues se asociaban a
una gran cantidad de patologias como el cancer, diabetes, fibrosis, alteraciones
cardiacas, neuroldgicas, renales, etc. Actualmente se sabe que los radicales libres y el
estrés oxidativo juegan un papel esencial como segundos mensajeros y forman parte de
las vias de sefalizacion en los procesos de proliferacion y diferenciacion celular. Todo
esto ha llevado a una serie de investigacion con el fin de entender los efectos de los

radicales libres en el metabolismo normal y patoldgico.'3

Si dos RL se encuentran pueden unir sus electrones desapareados formando de
nuevo un enlace covalente. Si los dos RL son la misma especie quimica se produce una
reaccion de dismutacion. Si el RL se une a una molécula que no es un radical se logra
estabilizar, sin embargo, seguira teniendo un electron desapareado dentro de la molécula
generando un nuevo radical libre, a esto se le conoce como reaccion en cadena de los

radicales libres y ocurre de varias maneras: %13

Un radical libre puede ser un agente reductor: cuando dona su electrén
desapareado a una molécula no radical, la molécula receptora se convierte en un RL,

pero al mismo tiempo en un anién ya que tendra un electrén de mas.

10



Un radical libre puede ser una agente oxidante cuando acepta un electrén de una
molécula no radical, la molécula que dona quedara con un electrén desapareado por lo

que se convertira en radical libre. 913

Existen diferentes tipos de radicales libres sin embargo para las ciencias que
estudian a los seres vivos, los mas importantes son los que se forman con el oxigeno y
el nitrbgeno, mismos a los que se les conoce como especies reactivas de oxigeno (ERO)
y especies reactivas de nitrogeno (ERN) respectivamente, ya que ambas involucran al

oxigeno es importante entender la quimica de éste. 1213

Entre los radicales libres se encuentran los derivados del oxigeno molecular, (O2)
destacan el anién superéxido (O2+), el perdxido de hidrogeno (H202) radical hidroxilo (OH-

), el oxigeno singlete ('027) y el acido hipocloroso (HOCI).9:10

Antioxidantes

El organismo cuenta con sistemas antioxidantes para contrarrestar el efecto de las
EROs. Se dividen en antioxidantes de tipo enzimatico como la superoxido dismutasa
(SOD), la catalasa (CAT), la glutatién peroxidasa (GPx) y las tiorredoxinas, las cuales son
producidas por el organismo y otras no enzimaticas que se adquieren en la dieta como
las vitaminas en particular la E (a-tocoferol), vitamina C (acido ascorbico) y la vitamina A

(B-caroteno) y el tripéptido glutation (GSH), el cobre y el selenio. 4

1



El antioxidante no enzimatico mas activo es el GSH el cual puede destruir H202,
OH-, y oxidantes clorados. El sistema del glutation como antioxidante esta constituido por
el glutation reducido y por la actividad de la enzima glutatién reductasa que se encarga
de reducir sistematicamente el glutation oxidado; la transferrina y la ceruloplasmina se

consideran proteinas antioxidantes. >

La vitamina E protege a la membrana celular de la peroxidacién lipidica formando
radicales tocoferoxil de baja reactividad. La vitamina C destruye O2+-, y OH-, Proteinas de
inflamacién como ferritina, transferrina y albumina tienen un efecto antioxidante no

enzimatico secuestrando la transicién de hierro.'® (Figura 2.)

Figura 2. Sintesis de especies reactivas de oxigeno en pacientes con enfermedad renal
crénica. 12

ESTRES OXIDATIVO

El balance oxidante-antioxidante ha sido estudiado ampliamente en varias

12



enfermedades y en los trastornos del sistema renal. En los ultimos afios se ha visto que
el estrés oxidativo esta presente en una gran variedad de condiciones patolédgicas y se

cree que funcione como agente patogénico en muchas de esas condiciones.!”

Existen evidencias experimentales que implican a EROs como mediadores
primarios en la patogénesis de dafio tisular por: procesos isquémicos, téxicos y
reacciones antigeno anticuerpo. Las EROs producen lipoperoxidacién de las membranas
y organelos celulares generando dafno de la integridad celular y alteracion de la capacidad
de transporte celular y la produccion de energia. Ademas, existe dafio microvascular
principalmente mediado por citoquinas del tipo proinflamatorias y lesiones morfolégicas

con alteracién de la permeabilidad y la hemodinamia renal.8.19

Un gran numero de investigaciones que avalan la importancia de conocer el estado
oxidativo; de manera que pensar en la terapéutica antioxidante se convierte en un pilar

central del tratamiento preventivo y curativo de algunas enfermedades.20

Se ha propuesto que el estrés oxidativo esta involucrado en varios estados
patolégicos como enfermedades cardiovasculares, infecciosas, cancer, diabetes y
trastornos neurodegenerativos.?'22- Estas enfermedades tienen mayor incidencia en la
uremia y en particular en los pacientes sometidos a dialisis. Esto podria constituir una
evidencia que apunta hacia la probable existencia de un aumento de la exposicion a

estrés oxidativo en el curso de un deterioro renal cronico.®

El desplazamiento del equilibrio redox hacia la produccién de ERO vy otras toxinas
13



naturaleza oxidante, en relacién con la capacidad de defensa antioxidante esta favorecido
en multiples enfermedades por varios factores.22 Uno es que el paciente con
enfermedades cronicas por lo general tiene un pobre estado nutricional, por lo que cuenta
con reservas deficientes en vitaminas y minerales que tienen una importancia capital en
los mecanismos de defensa antioxidante. Se ha demostrado una marcada disminucién
de vitamina E, acido ascérbico y glutation reducido en pacientes con enfermedad renal
crénica. 2* Se ha demostrado recién la acumulacion de sustancias de naturaleza
prooxidante en sangre y otros tejidos. Estos incluyen la homocisteina capaz de generar
H20:2 durante su metabolismo, 2° la carboximetil-lisina y la pentosidina. Estos compuestos
se producen como consecuencia de la glucosilacién y autoxidacién de carbohidratos,
lipidos y proteinas. Estos a su vez pueden provocar la activacidon de leucocitos

polimorfonucleares y macréfagos capaces de generar grandes cantidades de EROs.26

ESTRES OXIDATIVO Y DANO RENAL

Los oxidantes tienen una vida media de segundos, sin embargo, pueden persistir
durante horas o semanas en los lipidos, proteinas, carbohidratos, acidos nucleicos
después de ser modificados por radicales de oxigeno, lo que los hace excelentes

marcadores de estrés oxidativo. 27

El estrés oxidativo masivo podria aumentar tanto la peroxidacion lipidica como el
nivel de oxidacion de proteinas, estas alteraciones son factores de riesgo para desarrollar
complicaciones a largo plazo contribuyendo al progreso de la enfermedad renal cronica.2®

Los productos finales de glucosilaciéon avanzada (pentosidina y carboximetil) y la
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peroxidacién lipidica (malondialdehidelisina) estan elevados en el plasma y en la matriz

de proteinas de pacientes urémicos varias veces superiores a lo normal.2°

Durante la peroxidacion lipidica, se producen reacciones en cadena dependientes
de radicales de peroxilo junto con moléculas pequefias de acilaldehidos de los acidos
grasos insaturados, rompiéndose a moléculas mas pequefas y productos mas estables
por ejemplo acroleina, malonildialdehido (MDA), 4-hidroxinonenal (HNE) o sustancias
reactivas de acido tiobarbiturico (TBARS). Los F2-isoprostanos son los productos
primarios de la oxidacién del acido araquiddnico y sirven como marcadores estables de

marcadores de radicales libres de la membrana fosfolipidica de la célula. 3°

Las proteinas son blanco de dano mediado por factores oxidativos, como
consecuencias producen productos resistentes a la protedlisis. Sin embargo, aun no se
han encontrado marcadores de oxidacion. Cuando los componentes oxidativos
interactuan con los acidos nucleicos contribuye a la mutagénesis y oncogénesis.
Recientemente se ha visto dafo en el acido nucleico de los leucocitos en los pacientes
con enfermedad renal crénica terminal. La determinacion de 8-hidroxi 2 cromatografia

(80OHdG) se utiliza para evaluar el dafio del ADN de los leucocitos. 31

El estrés oxidativo y la inflamacién tienen caracteristicas en comun en los
pacientes con enfermedad renal crénica terminal, se cree que tienen asociacion con la
disfuncion endotelial, contribuyendo al incremento del riesgo cardiovascular. Se ha
considerad que la presencia de inflamacion y el tiempo de duracion de la didlisis estan

determinados por el estrés oxidativo en pacientes con hemodialisis.2® Secundariamente
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existe una asociacion entre los niveles de F2-isoprostano y la proteina C reactiva. 3°En
un estudio de 64 pacientes con ERC terminal vieron que existe una correlacion
significativa entre las proteinas de fase aguda y los marcadores de estrés oxidativo y el
estallido respiratorio de los monocitos, lo que pone a los monocitos como protagonistas

de la desregulacion asociada a los pacientes con esta enfermedad.®

Recientemente se ha postulado que el estrés oxidativo seria otro factor a tener en
cuenta en la patogénesis de la ERC progresiva.32 De hecho, en estos ultimos afios el
estrés oxidativo se ha sefialado como un importante mediador patolégico en muchas y
muy diversas situaciones clinicas como la carcinogénesis, arteriosclerosis,
enfermedades cardiovasculares y HTA, enfermedades neurodegenerativas vy

envejecimiento. 33

Ademas, desde el punto de vista nefroldgico, el estrés oxidativo también puede
estar implicado en una amplia variedad de situaciones clinicas y experimentales, 2°
enfermedades glomerulares del tipo glomerulonefritis membranosa, nefropatia IgA,
antimembrana basal glomerular o enfermedad por cambios minimos. 34 En la insuficiencia
renal aguda post-isquémica o inducida por farmacos como acetaminofen,
aminoglucésidos y cefalosporinas. En alteraciones asociadas al trasplante. En la
nefropatia obstructiva y en la pielonefritis. En el deterioro funcional asociado a la ablacién
de masa renal y en la ERC.3> Aumenta ademas los niveles de productos finales de
oxidacion lipidica (AGE’s) y la presencia de anticuerpos especificos dirigidos a las

lipoproteinas de baja densidad (LDL).36
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La mayor parte de los estudios realizados en este sentido se han basado en la
medicion directa de productos oxidantes, de forma indirecta midiendo productos de la
peroxidacién lipidica en los tejidos renales, asi como en la proteccion de la funcién renal

en modelos experimentales mediante el uso de oxidantes. 2527

Estudios realizados en pacientes con distintos grados de ERC, sugieren que los
enfermos renales estan en una situacion de estrés oxidativo si los comparamos con
individuos sanos, y que el grado de estrés oxidativo esta correlacionado con el grado de
ERC. Pero también existen trabajos en los que se ha observado una superinduccion de
enzimas antioxidantes en condiciones de estrés oxidativo lo que demuestra claramente
qgue el aumento de actividad antioxidante es la consecuencia del exceso de oxidacion, en

un intento de restaurar parcialmente la homeostasis celular.

Que los ROS estan implicados en el dafio renal progresivo se basa por tanto en
varias lineas de evidencia: En la ERC esta aumentada la produccion de ROS. Distintas
estrategias antioxidantes ejercen efectos beneficiosos en modelos de injuria renal
cronica. El estrés oxidativo puede inducir en el rindn sano cambios similares a los vistos

en la ERC.3"

Dialisis Y estrés oxidativo

Al ser el unico tratamiento disponible para los pacientes con ERC terminal se han
estudiado lo efectos bioldgicos del tratamiento dialitico, donde se ha demostrado un

incremento de los lipoperoxidos en plasma y membranas de células sanguineas de los
17



pacientes que se someten a hemodidlisis (HD).2* Se ha descrito también que la apoptosis
de los leucocitos de sangre periférica, caracteristica de estos pacientes, esta asociada
con el estrés oxidativo, por deplecion intracelular de grupos tiol. Todo esto contribuye al

empeoramiento progresivo del paciente.

Existen varias lineas de evidencia que indican que la ERC es un estado pro-

oxidante, las cuales se pueden simplificar de la siguiente manera:

1.- Se han encontrado niveles elevados de lipidos, proteinas y DNA oxidados en
pacientes con ERC. 20. 23.24

2.- Parametros oxidativos como lipoproteinas modificadas por acido hipocloroso o
productos avanzados de la glucosilacion estan presentes en las lesiones aterosclerosas
de los pacientes con ERC. 21.22.36

3.- Hay evidencias también de que existen defectos en el sistema defensivo antioxidante,
qgue conduce a un descenso en la neutralizacion de las acciones de las EROs. Este
defecto de poder antioxidante se puede considerar también como un marcador de estrés

oxidativo. 20

La patogenia del estrés oxidativo en la ERC es obviamente multifactorial e incluye
diferentes causas. A medida que progresa el deterioro de la funcion renal se acumulan
en el organismo una serie de moléculas que denominamos toxinas urémicas. Se han
descrito toda una serie de estas toxinas que contribuirian al dafio vascular. 2° Estas
sustancias retenidas pueden comportarse como substrato de posteriores modificaciones

oxidativas en un medio urémico, motivo por el que alguna de ellas veria aumentada su
18



toxicidad. Existen gran variedad de factores comoérbidos que ya por si solos son capaces
de aumentar el estrés oxidativo y, por otra parte, no menos despreciable, los pacientes
gue reciben tratamiento con Hemodialisis o Dialisis Peritoneal estan expuestos a otras
circunstancias que pueden agravarlo. Sin embargo, el efecto que tienen las técnicas de

sustitucion renal sobre el balance oxidativo permanece sin aclarar.3°

Sistema de defensa antioxidante en la ERC

La medicion del estatus antioxidante de los pacientes con enfermedad renal
cronica es dificil de determinar en forma fidedigna, sin embargo, esto se puede estimar
midiendo determinaciones en plasma de niveles de vitamina C y GSH-Px, contenido
eritrocitario de SOD, GSH, GSH- Px y vitamina E, revelando deficiencia en pacientes con

enfermedad renal crénica.'® (Cuadro 6)

Cuadro 6 Estrés Oxidativo en enfermedad renal crénica terminal

Marcadores de estrés oxidativo Antioxidantes
Peroxidacion lipidica Acroleina Enzimaticos Superoxido dismutasa
Malonildialdehido Catalasa
4 hidroxinonenal Glutation peroxidasa
Sustancias reactivas Acido
tiobarbiturico

F2 isoprostanos
Productos avanzados de
oxidacion lipidica
Anticuerpos LDL oxidados.

Oxidacion proteica Productos avanzados de No enzimatico Glutation
oxidacién de proteinas Vitamina E
Vitamina C
Ferritina
Transferrina
Albumina
Oxidacion de Productos finales de
carbohidratos glucosilacién avanzada
Oxidacion de acidos | 8 hidroxi 2 deoxiguanosina
nucleicos
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En pacientes con enfermedad renal crénica el balance entre la capacidad oxidante
y antioxidante va aumentando conforme aumenta el estrés oxidativo. Se han demostrado
graves deficiencias en los diferentes componentes de mecanismos de defensa
antioxidante que favorecen este, por ejemplo, reducir niveles de vitamina C en la dieta
(restringir frutas y vegetales para prevenir hipercalemia, y perdida de vitamina durante la
dialisis), reducir niveles de vitamina E y niveles de selenio provocando una deficiencia del
sistema carrofiero de GSH. Asi como a su vez existen factores que contribuyen al
incremento de la actividad oxidantes como son la uremia, inflamacién cronica y factores
asociados con RRT. La hemodialisis probablemente se asocie a la provocacion de estrés
oxidativo, a través del dafio primario a la membrana bio-incompatible y un desafio de

endotoxinas.3®

En pacientes con hemodialisis existe un incremento de niveles de EROS usando
quimioluminiscencia. Los neutréfilos de pacientes urémicos demuestran una
sobreproduccién de EROS. Los niveles en sangre de los productos de oxidacion lipidica
y proteina se incrementan conforme progresa la enfermedad. El estrés oxidativo

promueve la formacion de AGEs, independientemente de los niveles de glucosa. 16

En pacientes con enfermedad renal crénica, suplementos de vitamina E han
reducido la susceptibilidad oxidativa de LDL previniendo el estrés oxidativo asociado a la
terapia de la anemia o mejora la respuesta a la eritropoyetina. Los glébulos rojos
contienen altos niveles de antioxidantes, en particular GSH reducido, por lo que el

incremento de estos provoca un aumento de la capacidad antioxidante. 16
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JUSTIFICACION

Se ha evidenciado que el estrés oxidativo (EO) esta involucrado en varios estados
patolégicos como enfermedades cardiovasculares, infecciosas, cancer, diabetes y
trastornos neurodegenerativos. Estas enfermedades tienen mayor incidencia en la
uremia y en particular en los pacientes sometidos a dialisis, lo cual podria constituir una
evidencia que apunta hacia la probable existencia de un aumento de la exposicion a EO

en el curso de un deterioro renal crénico.40

Cuando se estudian los mecanismos fisiopatologicos basicos de los trastornos
renales se aprecia que en todos estan presentes factores que predisponen al
desequilibrio oxidativo. Los fendmenos isquémicos o toxicos que pueden dafar al tubulo
de manera aguda, asi como el dafio glomerular de origen inmunoldgico, pueden

acompanarse de la generacion excesiva de especies reactivas del oxigeno (EROs). 41

Brevemente diremos que el EO aparece en las células y tejidos cuando existe una
perturbacion del equilibrio entre las sustancias pro-oxidantes y antioxidantes a favor de
las primeras. Las principales sustancias oxidantes en los sistemas bioldgicos son los
radicales libres derivados del oxigeno que son especies intermedias de las reacciones
quimicas, y que se diferencian de otras especies quimicas, en que tienen orbitales con
electrones desapareados. Esto les hace ser extraordinariamente inestables y reactivas,
y su avidez por electrones para completar el orbital, es lo que provoca sus ataques a
estructuras moleculares. Entre las principales EROs destacan el anion superédxido (O2),

el peroxido de hidrégeno (H202), el radical hidroxilo (OH-), el oxigeno singlete (1027) y el
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acido hipocloroso (HOCL). 4% 43

Durante la ultima década se ha dedicado considerable esfuerzo a investigar el
papel de los radicales libres en la patogenia de las enfermedades. En el caso del riidn,
el estrés oxidativo representa un punto de convergencia del mecanismo de dafo renal
provocado por nefropatias resultantes de muy diversas etiologias. Asi, el dafio que puede
sufrir el rindn expuesto a isquemia, agentes nefrotdxicos o infecciosos, como también a
obstrucciones de la via urinaria, se asocia con un predominio pro-oxidante en relacion
con las defensas antioxidantes. Un blanco frecuente del ataque de los agentes pro-
oxidantes son los lipidos de las membranas de las células renales, que ocasionan la
peroxidacién de estos. Esta lipoperoxidacion compromete la integridad de la membrana
basal y del epitelio de los érganos, por lo que también puede afectar las funciones de

transporte realizadas en el tibulo renal. 44 45

Por lo tanto, las EROs podrian activar la secrecion de moléculas inflamatorias y
estas, a su vez, ejercer efectos mediados por radicales libres, originando un circulo

vicioso que perpetua la respuesta inflamatoria.46
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Estda bien documentado que el estrés oxidativo es una de las causas
contribuyentes en el avance y desarrollo de la enfermedad renal cronica, aumentando la
morbilidad y mortalidad de manera significativa a medida que disminuye la tasa de filtrado
glomerular, lo cual se traduce en peores desenlaces en comparacidén con pacientes en

etapas tempranas de la enfermedad.

Actualmente no existen estudios concluyentes en poblacion mexicana, que
describan cuales son los cambios en la expresion de marcadores de estrés oxidativo en
pacientes con enfermedad renal crénica. Por lo anterior, se requiere conocer los posibles
cambios en el estado oxidativo y antioxidante para establecer medidas de prevencion

pertinentes e intervenciones de tratamiento oportunas.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Cuales son los cambios en la expresidén de los marcadores anti oxidativos y de

estrés oxidativo durante la evoluciéon de la enfermedad renal crénica en adultos?

HIPOTESIS

Existen cambios en la composicién bioquimica del suero de pacientes con ERC y

la severidad esta directamente relacionada con la progresion de la ERC en adultos.
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OBJETIVO GENERAL

El presente trabajo tiene como objetivo investigar los posibles cambios en el
estado antioxidante inducidos por la ERC en diferentes estadios. Es posible que los
biomarcadores de estrés oxidativo y antioxidativo sean de utilidad para estimar el dafio

inducido por la ERC.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Determinar las concentraciones de antioxidantes en suero (Vitamina C y glutation

total) en pacientes con ERC estadio | y estadio V.

2.- Determinar las concentraciones de oxidantes en suero (MDA y AGEs en pacientes

con ERC estadio | y estadio V.

DISENO DEL ESTUDIO

Estudio clinico, transversal, comparativo

UNIVERSO DE TRABAJO

Pacientes de ambos géneros mayores de 18 afios de edad, menores de 70 afios
de edad, con Enfermedad Renal Crdénica con o sin terapia sustitutiva renal mediante
dialisis peritoneal o hemodialisis, de la Unidad Médica de Alta Especialidad Hospital de

Especialidades “Dr. Bernardo Sepulveda Gutiérrez”.
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LIMITE DE ESPACIO Y TAMANO DE LA MUESTRA

Se calculd esperando detectar una diferencia en los marcadores antioxidantes
como oxidantes de al menos 0.2 entre los grupos con enfermedad renal. Considerando
una potencia del 80% y una significancia del 95%. Con estos parametros, el tamano de
muestra es de 32 pacientes en cada grupo en el programa estadistico MedCalc version

12.4
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CONSIDERACIONES ETICAS

La obtencion de la muestra sanguinea y procesamiento de datos se llevaron a
cabo con base en los principios de la Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica
Mundial "Principios Eticos para la Investigacién Médica en Seres Humanos" (Helsinki,
1964, enmienda 1975-2000) y la actual Ley General de Salud de los Estados Unidos
Mexicanos.

El protocolo de investigacion fue evaluado y registrado en el Comité Local de
Investigacion y Etica en Investigacién en Salud N° 3601 de la UMAE Hospital de
Especialidades. Todos los datos y la informacion personal recopilada en este estudio
fueron sujetos a la confidencialidad médica y sélo pudieron ser reunidos para el
procesamiento y la evaluacion en forma anénima. Todas las muestras e informacion
necesaria de todos los sujetos, fue recabada después de su firma del consentimiento

informado para participar en el estudio.

Debido a la naturaleza del estudio este trabajo no interferia con las actividades
normales del participante, no se administraron medicamentos o sustancias que pudiesen
afectar a los pacientes, unicamente se recolecté una muestra de 3-5 mL de sangre. Esta
recolecciéon se realizé con métodos tradicionales ampliamente aceptados en la practica
clinica del laboratorio, en ningun caso se sometio a los pacientes a mayor estrés del que

se encuentra cualquier tipo de paciente que acude al servicio de Medicina Interna.

Previamente al estudio se les explicé a los pacientes los procedimientos que se

realizaron, y los analisis bioquimicos que se efectuarian, mismos que no representaron
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ningun gasto extra para el voluntario o sus familiares ya que todos los procedimientos y

los materiales consumibles de este estudio les fueron proporcionados de manera gratuita.

Una vez que se les fue explicado y fueron contestadas a entera satisfaccion todas
sus preguntas y dudas se les solicité que firmaran el “Consentimiento Informado” (ver

anexo 1)

El trabajo en su totalidad se apeg6 a las normas éticas descritas en el Reglamento

de la Ley General de Salud de los Estados Unidos Mexicanos, asi como a las normas y

reglamentos del IMSS.

BENEFICIOS Y POSIBLES RIESGOS

Beneficios:

Conocer la relacion existente entre los antioxidantes y los marcadores de estrés

oxidativo durante el desarrollo y evolucion de la enfermedad renal cronica, asi como

también en los pacientes nefropatas sometidos a terapia sustitutiva renal mediante

dialisis peritoneal o hemodialisis.
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Riesgos:

Minimos, solamente aquellos relacionados con la venopuncion al momento de
tomar las muestras sanguineas. Dicho procedimiento se realizé con técnicas de asepsia
estandarizadas internacionalmente con la finalidad de prevenir el dafio a los tejidos

blandos y/o flebitis.

Intervencién y evaluacion

Para llevar a cabo el control y la evaluacion de cada paciente se utilizé un formato
de historia clinica en el cual se recabaron las variables de interés (Anexo 1). Los
antioxidantes y los oxidantes en el plasma, asi como los parametros de laboratorio
indispensables en el control del paciente nefropata (biometria hematica, quimica

sanguinea y perfil lipidico).

Para este fin, se recabd una muestra de 8 mL de sangre venosa por puncion en

una de las venas del antebrazo. Los pacientes fueron valorados por un médico residente

de medicina interna con la finalidad de verificar los procedimientos arriba sefalados.
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VARIABLES

Variable independiente:

= Niveles Plasmaticos de Malondialdheido.

= Concentracion sérica de LDL.

Variable dependiente:

= Presencia de enfermedad renal cronica clasificada por la tasa de filtrado

glomerular.

Co-variables.

= Diabetes Mellitus.
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RECURSOS, FINANCIAMIENTO Y FACTIBILIDAD

El presente proyecto se realizd en la Unidad de Investigacion Médica en
Enfermedades Nefrolégicas del Hospital de Especialidades “Bernardo Sepulveda” del
Centro Médico Nacional “Siglo XXI” del Instituto Mexicano del Seguro Social con la
direccién del Dr. Juan Manuel Gallardo Montoya y la Dra. Maria Eugenia Galvan Plata y
con el auspicio parcial de fondos provenientes del Instituto Mexicano del Seguro Social y

del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT) de México.
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MATERIAL Y METODOS

Tipo de estudio

Este estudio es piloto, prospectivo, observacional, descriptivo y transversal

Universo y muestra de estudio

Poblacion

Se estudiaron al menos 32 pacientes con edad entre los 18 y 70 afios de uno u

otro sexo. Los grupos quedaron establecidos de la siguiente manera:

G1 = Sujetos con diagnostico de ERC en estadio 1
G2 = Sujetos con diagndstico de ERC en estadio 5 sometidos o no a tratamiento con

dialisis peritoneal

Todos ellos provenientes de areas urbanas del area de influencia del Hospital de

Especialidades del CMN “Siglo XXI".

DISENO DEL ESTUDIO

Se realiz6é un estudio piloto, transversal prospectivo, comparativo de la actividad
de varias sustancias relacionadas con el estrés oxidativo en pacientes con ERC en

diferentes fases de la enfermedad.
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Como sustancias AOx se midieron vitamina C (Vit C), glutation total (GSH), y acido
urico (AU). Como oxidantes se midieron los productos avanzados de la glucosilacion
(AGEs) y malondialdehido (MDA). Como moléculas estables se midieron urea, Creatinina

y la glucosa en el suero de todos los participantes.

SELECCION DE PARTICIPANTES

Criterios de inclusién
+ Para todos los grupos:
-Sujetos de 18 a 70 anos de edad

Los grupos fueron pareados por edad y sexo.

+ El grupo de ERC

Se clasificaron los grupos entre el estadio 1 y del 5 de acuerdo a la clasificacién de la

KDOQI para enfermedad renal.

La valoracion del TFG se determind utilizando la féormula de Cockcroft /MDRD.

Criterios de exclusion

Pacientes con otras enfermedades cronicas concomitantes con la enfermedad

renal (cancer, enfermedad neuroldgica, enfermedad pulmonar, enfermedad metabdlica
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endocrina no diabética.)

Criterios de eliminacion

Participantes que una vez iniciado el estudio decidieran abandonarlo por cualquier

motivo.

Una vez seleccionados a los participantes, se le solicité que acudieran en ayuno

de al menos 10 horas para la obtencién de muestras sanguineas.

OBTENCION DE LAS MUESTRAS

Muestras sanguineas

Las muestras de sangre se obtuvieron mediante la puncién de una vena del
antebrazo y colectada en tubos de ensayo estériles (Vacutainer Becton Dickinson
Immunocytometry Sistemas-EDIBs, EE.UU.). Todas las muestras se transportaron en un
termo con hielo y una vez recuperado el suero, este fue alicatado en tubos de 0.6 mL y

almacenado a -20°C.
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ANALISIS BIOQUIMICOS

Mediciones bioquimicas

Ademas de la medicién de sustancias relacionadas con el estrés oxidativo se
realizaron analisis de rutina que incluyeron biometria hematica completa asi como
gquimica sanguinea de los siguientes analitos: glucosa, (GLU) urea, (UR) acido urico (AU),
creatinina (CREAT), colesterol (COL), triglicéridos (TG), Volumen de Sedimentacion
Glomerular (VSG), albumina (ALB) y proteinas reactiva C (PCR) todas esta mediciones
se realizaron en el laboratorio central del Hospital de Especialidades CMN “Siglo XXI”,

utilizando estuches de diagndstico comerciales y medidos en equipos automatizados.

Glucosa

La glucosa es fosforilada por una hexocinasa (HK) en presencia de
adenosintrifosfato (ATP) y iones de magnesio para producir glucosa-6-fosfato (G-6-P) y
adenosindifosfato (ADP). La glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (G-6-PDH) oxida
especificamente G-6-P a 6-fosfogluconato con la consecuente reduccion de dinucleétido
de Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADP) a dinucleétido de nicotinamida
adenina fosfato reducido (NADPH). Un micromol de NADPH se produce por cada
micromol de glucosa consumida. El NADH producido absorbe luz a 340 nm y puede ser

detectado espectrofotométricamente como un incremento en la absorbancia.
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Urea

La urea representa el producto final de catabolismo proteico y es depurado por los
rifones mediante filtracion glomerular. Se utilizé el procedimiento de nitrogeno de urea
(diacetil) el cual es una modificacién del método descrito por Marsh. EI mondxido diacetil
reacciona con la urea para formar un color rosa, que puede ser medido

colorimétricamente a 520 nm.

Triglicéridos

Los triglicéridos son hidrolizados enzimaticamente por la lipasa a acidos grasos
libres y glicerol. El glicerol es fosforilado por el adenosin trifosfato (ATP) con glicerol
cinasa (GK) para producir glicerol-3-fosfato y adenosin difosfato (ADP). Glicerol-3-fosfato
es oxidado a dihidroxiacetona fosfato (DAP) por el glicerol fosfato oxidasa (GPO)

produciendo peroxido de hidrogeno (H202).

MARCADORES ANTIOXIDANTES Y ESTRES OXIDATIVO

Determinacion de la peroxidacion lipidica (MDA)

El malondialdehido es el producto final de la peroxidacion de los acidos grasos y
un marcador de la actividad de los radicales libres. 47 Para la medicion de la concentraciéon
de peroxidacion lipidica en plasma o tejidos se utilizd el método del acido tiobarbiturico

(TBA) descrito por Wade y van Rij 48 Aunque el TBA no s6lo se limita a la medicion del
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MDA, es el método mas empleado para determinar la oxidacion lipidica y por lo tanto el
estrés oxidativo. En resumen, a una alicuota de muestra se le agrego 200 pL de acido
tricloroacético al 25%, y se incub6 a 4 °C durante 15 minutos, posteriormente se
centrifugd a 4 °C, 5000 x g durante 3 min., y el sobrenadante (100 uL) fue neutralizado
con NaOH (JT Baker) 4 M. A 1 mL de la solucién anterior se le adicion6 1 mL de TBA
(AcrosOrganics, Bélgica) al 0.7 % y se incubd a 90 °C durante 60 min. La reaccién de
color se midié espectrofotométricamente (532 nm) en la fase organica (1-butanol). Se
utilizé al tetrametoxipropano como estandar. La concentracién de MDA (medido como

sustancias reactivas al acido tiobarbiturico TBAR) se expres6 en umol/L.

Determinacion de productos avanzados de la glucosilaciéon

Para la determinacion de AGEs, utilizamos el procedimiento fluorescente AGEs,
usando una placa negra de 96 pozos y un fluorometro (Fluroskan acent FL Thermon). Se
usaron 100 pL of plasma desproteinizado con TCA a la concentracion de 0.3 g/L.
Posteriormente afadimos 200 pL cloroformo, se agité y centrifugdé a 14,000 rpm por 5
min. Finalmente a 200 uL del sobrenadante se le coloco en la multiplaca por triplicado y
se leera la intensidad de fluorescencia a 355 nm EM y 440 nm EX. Los resultados se
expresaron en unidades arbitrarias de fluorescencia (UAF) corregida por la cantidad de
proteinas plasmaticas (medidas por absorbencia a 280 nm) para muestras plasmaticas.
Para asegurarnos de que las lecturas del fotofluorometro son adecuadas, se corrié una
curva de calibracion con sulfato de quinina como estandar, el cual utiliza los mismos filtros

de EX y EM descritos arriba (360 y 440 nm respectivamente).
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Medicion de vitamina C

Para la mediciéon de vitamina se utilizé el procedimiento descrito por Prieto 4°. Este
meétodo se basa en la reduccion de molibdato (V1) a molibdato (V) por la muestra, seguido
de la formacién un complejo entre el fosfato y el molibdato (V), el cual tiene una absorcion
Optima a 695 nm. La curva de calibracion se prepard con acido ascorbico y se lee a 695

nm.

Medicion de la actividad del glutation total (GSH)

La actividad del glutation total se analizd6 mediante el método de Beutler et al. 50
GSH-Peroxidasa se encarga de degradar al terbutilidroperéxido (t-BOOH) en presencia
de GSH que es consumido. EI GSH remanente es medido con el 5,5' ditiobis—(2—acido
nitrobenzoico) (DTNB). La mezcla de reaccion contiene 1 mL de GSH (Amresco) 2 mmol
en PBS 400 mmol (pH 7.0), EDTA 4 mnol, 0.5% de azida de sodio 1 mmol, 250 yL de
muestra biolégica y agua bidestilada para aforar a 4 mL. Tras la incubacién a 37 °C
durante cinco minutos, se afiadido 1 mL de T-BOOH 1.25 mmol precalentado y se volvié
a incubar por cuatro minutos mas. Al final de ese periodo se recuperé 1 mL y se le
anadieron 4 mL de acido fosférico (High Purity de México), se centrifugd a temperatura
ambiente, y a 2000 x g durante 10 minutos. Se recuperaron 2 mL del sobrenadante y se
le anadio 2 mL de Na2ZHPO4 400 mmol y 1 mL del reactivo de DTNB. La absorbencia se
midié a 412 nm. Los blancos y los estandares se prepararan de manera similar. La

actividad de GSH-Px se expresa como U/mg de proteina.
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Medicion de la albumina

El contenido de albumina se analizé utilizando el reactivo de verde de bromocresol
51 que consiste en que 250 mL del reactivo se mezclan con 3 microlitros de muestra, se
incuba durante 3 min. y se lee a 630 nm en el lector de placas (Eliread, Kontrolab, ciudad
y pais) para la curva de calibracidon se utiliza albumina sérica de bovino. El colorante
anionico — verde de bromocresol — se une a la albumina presente en la muestra formando
un complejo que se colorea de verde. La absorbancia medida se compar6 con una curva

estandar y el contenido de albumina se expresa en g/dL.52
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ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se almacenaron en una base de datos para su analisis. Las
diferencias estadisticamente significativas entre los parametros de los grupos se
evaluaron mediante el uso de la prueba paramétrica t de Student o no paramétrica de U
Mann-Whitney, segun fue el caso. Dado que no todos los parametros bioquimicos se
apegan a una distribucion normal, se obtuvieron los valores de mediana (cuartil inferior -

cuartil superior).

Todos los resultados que siguieron una distribucion normal se expresaron como la
media + error estandar (ES). El nivel de significacion fue de p < 0.05. Todos los calculos
estadisticos se realizaron utilizando el programa de computo Prism V.4.0 (GraphPad

Software, Inc., San Diego, USA).
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LOGISTICA

Recursos humanos

En el presente proyecto trabajamos en colaboracién un médico residente de
medicina interna, un médico internista una quimica y un investigador todos ellos del

Instituto Mexicano del Seguro Social.

El médico residente y la médico internista se encargaron de reclutar a los
pacientes, realizar las evaluaciones clinicas correspondientes y de recabar toda la
informacion pertinente acerca de los pacientes y su padecimiento (ver anexo 4) y se

encargaron de obtener las muestras sanguineas de los participantes.

La pasante de Biologia (MFGD), la M en C (MLV), la quimica (PVC) y el
investigador (JMG) realizaron las determinaciones bioquimicas y el analisis estadistico

de los datos.

Entre todos se revisaron constantemente los resultados, asi como la bibliografia

correspondiente, y elaboraron los informes parciales y final, asi como de la redaccion del

articulo para una posible publicacion
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RESULTADOS
Para el presente estudio se reclutaron 59 pacientes valorados en la consulta
externa de valoracion preoperatoria en el Servicio de Oftalmologia, con una poblacién

compuesta de 54.23% (32) mujeres y 45.76%% (27) hombres. (Grafica 1).

Gréfica 1. Detalle de la poblacion estudiada

La edad promedio al momento del diagndstico del grupo con estadio 1 fue de 44.57
anos (+ 8.75 DE) con una edad maxima de 54 afos y una minima de 35 afios. Con
respecto al grupo con estadio 5 fue de 61.06 (+ 7.57 DE) con una edad minima de 53
anos y una edad maxima de 69 anos; la diferencia entre los grupos fue significativa.

p<0.0001
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La tasa de filtracion glomerular para estadificar a los pacientes en grupos quedoé

de la siguiente manera: (grafica 2)

Gréfica 2. Velocidad de Filtrado glomerular en pacientes con ERC1 y ERC5

Entre las variables clinicas al momento de la evaluacion destaca lo siguiente:

El promedio de la talla fue de 1.60 (+ 0.1012) en el estadio 1 contra 1.59 (+ 0.093)
del estadio 5 sin que existiera diferencia entre los grupos. p=0.919.

Con respecto al peso se encontrd un promedio en el estadio 1 de 84.96 (+ 16.98)
a diferencia del estadio 5 con un promedio de 69.29 (+ 12.26) p=0.001.

En cuanto al IMC se cuantificé 33.35 (+ 6.89) en el estadio 1 a comparacién del

estadio 5 de 25.13 (¢ 4.04) p<0.001 (Gréafica 3)
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Gréfica 3. IMC en pacientes con ERC1 y ERC5

Para la PAS se observo un promedio de 124.8 (+ 16.75) contra 135.6+ 19.43 en el
estadio 1 y el estadio 5 respectivamente. p=0.0315

Para la PAD se observdé 79 (x 11.11) y 84.25 (+ 11.18) en estadio 1 y 5
respectivamente. p=0.083.

En cuanto a la PAM el promedio en el estadio 1 fue de 94.26 (+ 12.23) yde 101.4
(x 11.47) para el estadio 5. p=0.0273.

En promedio la Presion de Pulso en el estadio 1 fue de 45.78 (x 10.89), contra

51.39 (+ 18.66). p=0.197
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Cuadro 1
Caracteristicas de la poblacién

Estadio 1 Estadio 5 Valor de p
n=23 n=36
Edad 44 57 + 8.75 61.06 + 7.57 <0.0001
anos
Peso 84.96 + 16.98 69.29 + 12.26 0.001
kilogramos
Talla 1.6 £0.1012 1.59 + 0.093 0.919
centimetros
IMC 33.35+6.89 25.13+4.04 <0.001
kg/m?
Presion Arterial 124.8 + 16.75 135.6 + 19.43 0.0315
Sistolica
mmHg
Presion Arterial 79 +11.11 84.25+ 11.18 0.083
Diastdlica
mmHg
Presion Arterial 94.26 £ 12.23 101.4 £ 11.47 0.0273
Media
mmHg
Presion de Pulso 45.78 + 10.89 51.39 + 18.66 0.197
mmHg
Tasa de Filtrado 116.6 £ 18.32 12.55 £ 10.36 <0.001
Glomerular
(mL/min/1.73 m?)

Los valores se expresan como el promedio * la desviacion estandar. El valor de
p expresa las diferencias estadisticas entre los pacientes del Estadio 1 versus

Estadio 5 determinado por la t de Student.

mmHg=Milimetros de mercurio
IMC=Indice de Masa Corporal




El analisis bioquimico revelé como era esperado una diferencia significativa entre
los dos grupos en la medicion de Urea y creatinina. (29.33 £ 7.398 contra 101.7 + 50.55

y 0.79597 £ 0.1208 contra 7.245 £ 3.555) p<0.001 (Grafica 4)

Gréfica 4. Diferencia de creatinina en pacientes con ERC1 y ERC5

Es importante notar que se observaron diferencias importantes en los niveles de
Albumina, asi como de acido urico (4.025 £ 0.214 contra 3.22 + 0.562) p<0.0001 y (5.01
+ 0.957 contra .492 + 1.837) p=0.008 entre los pacientes estadio 1 con respecto a 0 5,

respectivamente. (Grafica 5 y 6)
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Gréfica 5. Medicion de albumina en pacientes con ERC1 y ERC5

Gréfica 6. Medicion de Acido Urico en pacientes con ERC1y ERC5
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En la biometria hematica, se observaron cambios asociados a la enfermedad
cronica con hemoglobina medida de (14.57 £ 1.85) contra (11.21 £ 1.92) p=0.001 entre
los pacientes con estadio 1 contra pacientes con estadio 5. No se observaron cambios
significativos en la comparacion de pacientes al analizar Hemoglobina glucosilada, (7.65
+ 1.750 contra 7.0375 + 1.535) p=0.4206, VSG (20.20 * 15.6 contra 28 * 8.12) p=0.319

ni PCR (0.306 + 0.465 contra 0.447 + 0.559) p=0.579.

Cuadro 2
Analisis Bioquimico
Estadio 1-2 Estadio 4-5 Valor de p
n=36 n=23
Glucosa 185.6 + 18.35 187.3 £85.38 0.9353
mg/dL
Urea 29.33 £ 7.398 101.7 £ 50.55 <0.001
mg/dL
Creatinina 0.79597 + 0.1208 7.245 £ 3.555 <0.001
mg/dL
Colesterol 181.2 £+ 18.35 148 + 47.67 0.0023
mg/dL
Triglicéridos 160.1 + 44.63 153.3 £+ 94.14 0.784
mg/dL
Albumina 4.025 £ 0.214 3.22 + 0.562 <0.0001
g/L
Acido Urico 5.01 £ 0.957 6.492 + 1.837 0.008
mg/dL
Hemoglobina 7.65+1.750 7.0375 + 1.535 0.4206
Glucosilada HbA1c
%
Hemoglobina 14.57 + 1.85 11.21 £1.92 0.001
g/dL
PCR 0.306 £ 0.465 0.447 £ 0.559 0.579
mg/dL
VSG 20.20 + 15.6 28 £ 8.12 0.319
mm/hr
Los valores se expresan como el promedio + la desviacion estandar. El valor de
p expresa las diferencias estadisticas entre los pacientes del Estadio 1 versus
Estadio 5 determinado por la t de Student.
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mg/dL=Miligramos sobre Decilitro
g/L=gramos sobre Litro

mm/hr= Milimetros sobre Hora

PCR= proteina C reactiva

VSG= velocidad de sedimentacion glomerular

Al analizar la actividad antioxidante en nuestra poblacién se observé una disminucién

en los niveles de vitamina C entre el estadio 1 con respecto al estadio 5 (0.984 + 0.571

contra .301 £.219)

Grafica 7. Medicion de Vitamina C en pacientes con ERC1 y ERC5
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De manera similar, se observo la disminucion significativa del GSH entre los dos grupos

con76.5+ 30.06y52.45 £ 32.32 en el estadio 1 y el estadio 5 respectivamente. p=0.0029

Grafica 8. Medicion de Vitamina GSH en pacientes con ERC1 y ERC5
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La evaluacion de la actividad oxidante en nuestros pacientes, reflejada en la
medicion de AGEs demostré una elevacion significativa en pacientes con estadio 5 a
comparacion de los pacientes con estadio 1 (4.136 + 2.185 contra 7.359 + 3.238)

p<0.0001

Gréfica 9. Medicion de AGEs en pacientes con ERC1 y ERC5

50



De igual manera la medicion del malondialdehido mostré una elevacion
significativa en el estadio 5 con respecto al estadio 1. (7.13 £ 4.24 contra 36.73 £

25.11) p<0.0001

Grafica 10. Niveles de MDA en pacientes con ERC1 y ERC5
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Cuadro 3

Analisis del estado Oxidativo

Estadio 1-2 Estadio 4-5 Valor de p
n=36 n=23

AGES 4,136 + 2.185 7.359 £ 3.238 <0.0001
UAF

MDA 713 +4.24 36.73 £ 25.11 <0.0001
pgmol

Vitamina C 0.984 £ 0.571 301 +£.219 <0.0001
mM

GSH 76.5 £ 30.06 52.45 £ 32.32 0.0029
pgmol

Los valores se expresan como el promedio * |la desviacion estandar. El valor de
p expresa las diferencias estadisticas entre los pacientes del Estadio 1 versus

Estadio 5 determinado por la t de Student.

UAF=Unidades Arbitrarias de Fluorescencia

pgmol= micro mol

mM=mili Mol
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DISCUSION

Con base en los datos obtenidos por laboratorio central encontramos que la tasa
de filtrado glomerular tiene una caida significativa en pacientes con a ERC1 con respecto
a los pacientes con ERC5 consistente con lo reportado ampliamente en la literatura. (ver

grafica 2)

En las mediciones demograficas encontramos que ambos grupos se encuentran
muy similares en la estatura, sin embargo, al realizar las comparaciones en el peso, los
con pacientes con ERC5 se encuentran con una disminucion marcada de peso de
aproximadamente 15 kg. (69.29 vs 84.96 comparacion de las medias). Todos estos
aspectos concuerdan con lo previamente reportado en la literatura mundial ya que el
desgaste nutricional esta ampliamente relacionado con la enfermedad renal crénica. (ver

grafica 3)

En cuanto a las presiones arteriales, si bien las diferencias no son
estadisticamente tan grandes si existen tendencia hacia valores mas altos de presiones

arteriales (PAS, PAD, PAM, PP) en pacientes con ERCS. (ver cuadro 1)

En las mediciones de laboratorio de rutina, (glucosa, urea, creatinina, albumina,
acido urico) encontramos que los pacientes con ERC1 estan practicamente dentro de los
valores normales, no encontramos diferencias significativas en los valores de glucosa

(ambos grupos con un promedio de 186.45 mg/dl)
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La urea, esta notablemente aumentada en el paciente con ERC5 en comparacion
con el paciente ERC1. La creatinina se encontré6 en valores muy semejantes a la
poblacion sana (0.79 mg/dL ERC 1) en comparacion con los pacientes con ERCS que

tienen un promedio de 7.24 mg/dL. (ver grafica 4)

La albumina coincidente con lo reportado con ERC terminal, caracterizada, por
desnutricién, inflamacién y ateroesclerosis entre otras caracteristicas clinicas. ésta se
encuentra disminuida notablemente en los pacientes con ERC5 a comparacion del
paciente con ERC1 lo que sugiere que los pacientes de nuestra institucién, se comportan
de manera similar a lo que se reporta para esta enfermedad en otras latitudes. (ver grafica

5)

El acido urico ha demostrado ser una molécula con varias propiedades quimicas
en los mamiferos entre ellas ser una sustancia con capacidad antioxidante y que algunos
autores han considerado que esta molécula por si misma aporta entre el 30-50% de la
capacidad oxidativa total sanguinea de los mamiferos. Los pacientes con enfermedad
renal ERC1 tienen aproximadamente 5 mg/dL en tanto que los pacientes con ERCS5
tienen 6.5 mg/dL esto sugiere que o bien esta molécula no se esta depurando de manera
regular o que se encuentra incrementada como una sustancia antioxidante. Pensamos

que ambas situaciones estan ocurriendo. (ver grafica 6)

El propdsito de la presente tesis ha sido estudiar los cambios bioquimicos en los
antioxidantes como oxidantes, en los pacientes con diferente estadio de ERC. En esta

tesis se presentan resultados de pacientes con ERC1 vs ERCS.
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En parrafos anteriores los resultados concuerdan con lo que se ha descrito

previamente en relacion con esta enfermedad

En los siguientes parrafos describiremos algunos datos que pensamos son
novedosos tanto en el ambito nacional como en el internacional y que pudieran tener
importancia clinica en un futuro muy proximo, ya que estos marcadores actualmente son
considerados como moléculas no tradicionales de inflamacién en las enfermedades

cronicas.

En este sentido encontramos que la vitamina C disminuye a una tercera parte en
los pacientes con ERC5 en relacion a lo observado en los pacientes con ERC1. Esto
significa que existe una caida muy importante en el antioxidante exdgeno mas destacado
y que sugiere que la vitamina C es consumida por el incremento de los oxidantes. (ver

grafico 7)

El GSH es un tripéptido con elevada capacidad antioxidante localizado en el
interior de las células principalmente, pero que también tiene el mismo efecto antioxidante
el medio extra celular, en este estudio hemos encontrado que el GSH total también esta
disminuido en los pacientes con ERC5 en comparacion con los de estadio 1 esta
disminucién practicamente es del 50% y que va de la mano con la diminucion de la

vitamina C. (ver grafico 8)
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En conclusidn, podemos afirmar que los antioxidantes como la vitamina C y el GSH
disminuyen en el paciente con ERC debido a el desgaste de las mismas o en el caso de
la GSH a la produccion ineficiente de la misma, causando una disminucion en la actividad

antioxidante y el incremento del proceso oxidativo en estos pacientes.

Con respecto a los oxidantes, en este trabajo optamos por estudiar los cambios en
el MDA una molécula relacionada con la peroxidacion de los lipidos y los AGEs, que
estan relacionados con la toxicidad de la glucosa, y que produce una afectacion

importante a las proteinas plasmaticas particularmente la albumina.

EIMDA, asi como los AGEs se incrementan de manera importante en los pacientes
con ERCS5, siendo casi 9 veces mayor que la observada en ERC1. (ver graficas 9, 10) En
estudios previos se ha reportado que conforme progresa la enfermedad renal se
incrementa el proceso ateroescleroético, y es sabido que, en los pacientes con ERC, la

mortalidad esta notablemente elevada debido a complicaciones cardiovasculares

Es posible que el incremento en la ateroesclerosis este intimamente relacionado
con la oxidacion de los lipidos, y que en este trabajo queda demostrado como se aprecia

en la grafica.

La glucosilacién es un proceso que ocurre de manera natural en los tejidos cuando
estos se encuentran en presencia de concentraciones altas de glucosa, se puede deber
a procesos enzimaticos como no enzimaticos, ambos se presentan en los organismos

vivientes. En este estudio hemos organizado los cambios que se dan en los pacientes
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con nefropatia diabética, la cual cursa con constantes o frecuentes elevaciones de la
glucosa plasmatica, por tanto, las moléculas sanguineas que estan expuestas a estos
niveles altos de glucosa, pueden ser facilmente glucosiladas, un ejemplo es la elevacion
de la hemoglobina glucosilada como se observa en el cuadro 2. La medicién de las
moléculas glucosiladas en los organismos, se manifiestan por la elevacion de los
productos tardios de la glucosilacion (AGEs) y que en paciente con ERC se elevan,
siendo mas manifiesto en estadio 5 (7 UAF) mientras que en el paciente con ERC1 esta
en 4 UAF, esto sugiere que conforme progresa la enfermedad renal se incrementan los

productos glucosilados, como lo mostramos en la figura.

El estudio demostré un incremento en la actividad oxidativa y una disminucion de
los niveles de antioxidantes entre los sujetos al disminuir su tasa de filtracién glomerular.
Esta relacion sugiere que los cambios en los parametros de los estados de Antioxidantes
y Oxidativos estan muy relacionados con la progresion y severidad de la Enfermedad
Renal Crénica (ERC). Este estudio podria mostrar la potencial aplicacion en la medicién

de marcadores de estrés oxidativo para determinar el dafio inducido por la ERC.
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CONCLUSIONES

Tomando en cuenta tanto las manifestaciones clinicas, como los resultados
bioquimicos de rutina y aunados a los valores disminuidos en los antioxidantes y
elevaciéon de los marcadores oxidantes, podemos concluir que durante la evolucion de la
ERC se manifiestan cambios importantes en la anti oxidacion (Vitamina C, GSH) como
en la oxidacién (MDA, AGES) podemos afirmar que el balance en favor de la oxidacion

se incrementa conforme evoluciona la ERC.

Es importante que este tipo de estudios se realice en todas las etapas de la ERC,

partiendo desde los sujetos sanos hasta los pacientes que se encuentren en terapia

sustitutiva de la funcion renal como la DP, y la HD.

Aunque no es el propédsito de esta tesis, queremos manifestar que se encuentran

en desarrollo nuevos trabajos que continuaran en ese sentido.
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

[ 9
".hﬂ INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO 50CIAL
SEGURIDAD ¥ SOUIDARIDAD SOCIAL

Coordinacion de Investigacion en Salud
Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Nefroldgicas

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN EL
PROTOCOLO:

“ESTUDIO DEL ESTRES OXIDATIVO EN LOS DIFERENTES ESTADIOS DE LA
ENFERMEDAD RENAL CRONICA EN ADULTOS”

Numero de Registro:

Propésito del estudio:

Lo (La) estamos invitando a participar en un estudio de investigacién médica que se lleva
a cabo en la Unidad de Investigacion en Enfermedades Nefrologicas del Hospital de
Especialidades del Centro Médico Nacional “Siglo XXI” del IMSS. Este estudio tiene como
objetivo evaluar los niveles plasmaticos de varios marcadores bioquimicos relacionados
con el la inflamacién y el estrés oxidativo de pacientes en las diferentes etapas de la
nefropatia.

Nosotros justificamos la realizacion de este proyecto para conocer cual es el
comportamiento de estos marcadores en diferentes etapas de la enfermedad renal para
poder entender mejor los eventos bioquimicos que ocurren en el organismo; predecir si
la enfermedad esta asociada a los incrementos en la sangre de esos marcadores y su
relacion con la evolucion de la enfermedad.

Esto permitira realizar una deteccibn mas temprana de las complicaciones de la
enfermedad renal y de valorar si el tratamiento que reciben los pacientes puede
mejorarse.

Nosotros le invitamos a que participe de manera voluntaria y sin remuneracién econémica
a colaborar como sujeto de estudio.

Este estudio esta dirigido a pacientes con la enfermedad que usted cursa (enfermedad
renal crénica) y cumple con los criterios que especifica este estudio, los cuales han sido
revisados por los médicos especialistas.

De manera similar, invitaremos a otros pacientes que al igual que usted padece esta
enfermedad en alguno de sus cinco estadios.

64



Por favor lea la informacion que le proporcionamos, y haga las preguntas que desee antes
de decidir si desea o no participar.

Procedimientos
Si usted acepta participar ocurrira lo siguiente:

a) Le pediremos que durante su visita al hospital acepte la realizacion de una evaluacion
clinica, que consiste en una exploracion médica de rutina, asi como un interrogatorio
general sobre su estado de salud. Posteriormente le tomaremos una muestra sangre,
(para lo que debera presentarse con un ayuno de 8 horas realizando todo este
procedimiento en aproximadamente 15 a 20 minutos.)

b) Tomaremos una muestra de sangre venosa de uno de sus brazos, aproximadamente
8 mL (equivalente a unas 4 cucharaditas de su sangre), para realizarle varios estudios de
laboratorio. Nos tardaremos aproximadamente 10 minutos en tomarle la muestra de
sangre.

Los estudios de laboratorio que le realizaremos incluyen: la medicion de su nivel de
glucosa en ayuno, colesterol total, triglicéridos, creatinina y varios otros marcadores
antioxidantes y oxidantes en su sangre, ademas se le realizaran las pruebas propias del
estudio.

El proposito de realizarle los estudios clinicos y de laboratorio es para conocer sus
condiciones generales de salud y de su control metabdlico oxidativo.

En caso de que usted lo desee le entregaremos los resultados de sus estudios de
laboratorio rutina en aproximadamente 72 horas.

Posibles riesgos y molestias

Las molestias o riesgos asociados con los procedimientos de evaluacion clinica (medicion
de peso, talla, cintura, tensién arterial, etc.). Se trata de estudios clinicos no invasivos
gue no ocasionan dolor, incomodidad o riesgo alguno.

Las molestias durante la toma de muestra de sangre son minimas. En algunas ocasiones
el procedimiento para tomarle una muestra de sangre puede causar un poco de dolor o
molestias menores, es posible que se le pueda formar un moreton.

Posibles beneficios que recibira al participar en el estudio

Usted no recibira un pago por su participacion en este estudio, ni este estudio implica
gasto alguno para usted o sus familiares. No recibira ningun beneficio directo al participar
en este estudio mas alla de recibir los resultados de laboratorio de rutina que le haremos
y que le proporcionaran informacion sobre su estado de salud general ya que el conocer
sobre su estado de salud pudiera ser un beneficio para usted.
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Si bien los beneficios directos para usted pudieran no existir, los resultados del presente
estudio contribuiran al avance en el conocimiento de los cambios bioquimicos
relacionados con el estrés oxidativo de la Enfermedad Renal crénica en cualquiera de
sus etapas; los resultados de este estudio brindaran informacion relevante para el mejor
manejo de personas como usted.

Resultados o informacidon nueva sobre alternativas de tratamiento

Durante el transcurso de este estudio, le informaremos de cualquier hallazgo nuevo (ya
sea bueno o malo) que sea importante para la decision de participar o continuar
participando en este estudio u otros; por ejemplo, si hubiera cambios en los riesgos o
beneficios por su participacion en esta investigacion o si hubiera nuevas alternativas de
tratamiento que pudieran cambiar su opinidn sobre su participacion en este estudio.

Si le llegamos a proporcionar informacion, nuevamente le solicitaremos su
consentimiento para seguir participando en este estudio.

Debido a que este estudio requiere la toma de una muestra de sangre

[ ] No autorizo que se tome la muestra.

[ ] Siautorizo que se tome la muestra solo para este estudio.

[ ] Siautorizo que se tome la muestra para este estudio y estudios futuros.
Participacion o retiro

Su participacién en este estudio es completamente voluntaria. Si usted decide no
participar, seguira recibiendo la atencion médica brindada por el IMSS, se le ofreceran
los procedimientos establecidos dentro de los servicios de atencién médica del IMSS.

Es decir, que, si usted no desea participar en el estudio, su decisién, no afectara su
relacion con el IMSS y su derecho a obtener los servicios de salud u otros servicios que
recibe del IMSS.

Si en un principio desea participar y posteriormente cambia de opinidn, usted puede
abandonar el estudio en cualquier momento. El abandonar el estudio en momento que
quiera no modificara de ninguna manera los beneficios que usted tiene como
derechohabiente del IMSS.

Privacidad y confidencialidad.

La informacién que nos proporcione que pudiera ser utilizada para identificarla/o (nombre,
teléfono y direccion y cualquier otro dato personal) sera almacenada de manera
confidencial y por separado al igual que sus respuestas a los cuestionarios y los
resultados de sus pruebas clinicas, para garantizar su privacidad.
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El equipo de investigadores, y los médicos o las personas que estén involucradas en el
cuidado de su salud sabran que usted esta participando en este estudio. Sin embargo,
nadie mas tendra acceso a la informacién que usted nos proporcione durante su
participaciéon en este estudio, al menos que usted asi lo desee y nos lo manifieste
expresamente. Solo proporcionaremos su informacion si fuera necesario para proteger
sus derechos o su bienestar (por ejemplo, si llegara a sufrir algun dano fisico o si llegara
a necesitar cuidados de emergencia), o si lo requiere la ley.

Cuando los resultados de este estudio sean publicados o presentados en conferencias,
por ejemplo, no se dara informacion que pudiera revelar su identidad. Su identidad sera
protegida y ocultada. Para proteger su identidad le asignaremos un numero o cédigo
especial que utilizaremos para identificar sus datos, y usaremos ese numero o cédigo en
lugar de su nombre en nuestras bases de datos.

Personal de contacto para dudas y aclaraciones sobre el estudio

Si tiene preguntas o requiere de mayor informacion sobre este estudio de investigacion
puede comunicarse de 9:00 a 17:00 horas, de lunes a viernes con la Dra. Maria Eugenia
GALVAN PLATA, que es co-investigador médico de este estudio, a los teléfonos: (01 55)
5627 6900 ext. 21909 en el Servicio de Medicina interna del Hospital de Especialidades
o con el Dr. Juan Manuel GALLARDO al teléfono (01 55) 5627 6900 ext. 21371 en la
Unidad de Investigacion en Enfermedades Nefrolégicas ubicada en la planta baja del
Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional “Siglo XXI” del IMSS localizado
en la Av. Cuauhtémoc 330. Col. Doctores. Delegacion Cuauhtémoc, Ciudad de México.

En caso de presentarse una emergencia derivada del estudio, usted puede dirigirse a su
clinica de adscripcion y/o acudir al Centro Médico Nacional “Siglo XXI” del IMSS.

Personal de contacto para dudas sobre sus derechos como participante en un
estudio de investigacion

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse
a: Comisién de Etica de Investigacion de la CNIC del IMSS: Avenida Cuauhtémoc 330 4°
piso Bloque “B” de la Unidad de Congresos, Colonia Doctores. México, D.F., CP 06720.
Teléefono (65) 56 27 69 00 extension 21230, Correo electronico:
comision.etica@imss.gob.mx

67



Declaracion de consentimiento

informado

Se me ha explicado con claridad en qué
consiste este estudio. Ademas, he leido
(o alguien me ha leido) el contenido de
este formato de consentimiento. Se me
han dado la oportunidad de hacer
preguntas y todas mis preguntas han
sido contestadas a mi satisfaccion. Se
me ha entregado una copia de este
formato.

Al firmar este formato estoy de acuerdo
en participar en la investigacion que aqui
se describe

Nombre del Participante

Firma del Participante

Lugar y fecha

Nombre y Firma del encargado de
obtener el consentimiento informado
Le he explicado el estudio de
investigaciéon al participante y he
contestado todas sus preguntas.
Considero que comprendio la
informacion descrita en este documento
y liboremente da su consentimiento a
participar en este estudio de
investigacion.

Nombre del encargado de obtener el
consentimiento informado

Firma del encargado de obtener el ClI

Lugar y fecha

Firma de los testigos

Mi firma como testigo certifica que el/la
participante firm6é este formato de
consentimiento  informado en  mi
presencia, de manera voluntaria.

Nombre del Testigo1

Domicilio el Testigo1

Parentesco con participante

Firma del Testigo 1

Lugar y fecha

Nombre del Testigo 2

Domicilio del Testigo 2

Parentesco con participante

Firma del Testigo 2

Lugar y fecha
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DEFINICION DE VARIABLES

¥y

Coordinacion de Investigacion en Salud
Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Nefroldgicas

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO S0OCIAL
SEGURIDAD ¥ SOLIDARIDAD SOCIAL

ESTUDIO DEL ESTRES OXIDATIVO EN LOS DIFERENTES ESTADIOS DE LA
ENFERMEDAD RENAL CRONICA EN ADULTOS

Marcadores de oxidacion y anti oxidaciéon

Variables

Tipo y naturaleza de
la variable

Descripcion

Notas

Productos avanzados
de la Glucosilacién
AGE’s
(UAF)

Primaria
Cuantitativa continua

Moléculas
glucosiladas
generalmente
proteicas,
fluorescentes
sugestivas de
glucosilacién no
enzimatica.

Medicion total.
Control de calidad por
curva de calibracion

Malondialdehido MDA

Primaria

Marcador de

Medicién normalizada.

(uM) Cuantitativa continua lipoperoxidacion. Control de calidad por
Acidos grasos. curva de calibracion
Marcador actividad de
radicales libres
Vitamina C Primaria Antioxidante exdgeno. | Medicion total. Control
(mM) Cuantitativa continua Hidrosolubre de calidad por curva
de calibracion.
GSH Primaria Tripéptido, Medicion total. Control
(uM) Cuantitativa continua responsable de la de calidad por curva

proteccion de
moléculas durante el
estrés oxidativo

de calibracion.
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Parametros Demograficos y variables clinicas generales

Variable Tipo y naturaleza de | Descripcion Notas
la variable
Sexo Secundaria Hombre o mujer
Cualitativa
Edad (afos) Secundaria Numero de afos

Cuantitativa continua

cumplidos

Estatura (m)

Secundaria
Cuantitativa continua

Altura en metros

Peso (kg)

Secundaria
Cuantitativa continua

Peso en kilogramos

Superficie corporal
(m2)

Secundaria
Cuantitativa continua

Calculada con base
en la estatura y el
peso

indice de masa
corporal (kg/m2)

Secundaria
Cuantitativa continua

Calculada con base
en la estatura y el
peso

Presioén arterial
sistolica (PAS)
(mmHgQ)

Secundaria
Cuantitativa continua

Medida en milimetros
de mercurio

Presion arterial
diastolica (PAD)
(mmHg)

Secundaria
Cuantitativa continua

Medida en milimetros
de mercurio

Presién arterial media
(PAM) (mmHg)

Secundaria
Cuantitativa continua

Calculada con base
en las PAS y PAD en
milimetros de
mercurio
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Mediciones en plasma

Variable Tipo y naturaleza de Descripcion Notas
la variable
Acido urico (mg/dL) Primaria Producto de la Medicion total.

Cuantitativa continua

degradacion de las
purinas, puede servir
de marcador de
dafnos renal y también
de anti oxidacién

Control de calidad por
curva de calibracion

Albumina (mg/dL)

Secundaria
Cuantitativa continua

Proteina plasmatica
sanguinea de origen
hepatico. Indicador de
estado nutricional

Medicion total.
Control de calidad por
curva de calibracion

Glucosa (mg/dL)

Secundaria
Cuantitativa continua

Carbohidrato
relacionado con el
metabolismo de los
azucares, glicemia:

definicion conceptual:
determinacion del
nivel de glucosa en
sangre. Definicion

operacional: nivel de
glucosa en sangre,
con el paciente en

ayunas y medido en

g/dL

Medicion total.
Control de calidad por
curva de calibracion

DEFINICIONES OPERACIONALES

Estrés oxidativo: Es el dafio tisular o molecular resultante del desequilibrio entre la

sobreproduccion de radicales libres (o especies reactivas) del oxigeno y la

capacidad del sistema biologico para eliminarlos y reparar el mismo.
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OBTENCION DE LA MUESTRA

La coleccion de la sangre se realizara en condiciones controladas
ambientales de luz y temperatura entre las 8 y 10 de la mafana con el propdsito de

evitar variaciones circadianas.

Se les solicitara a los pacientes que se abstengan de comer cualquier tipo de
alimento y bebida endulzada al menos durante las ocho ultimas horas antes de la
recoleccion de sangre. Se colectara la sangre por venopuncion de una vena del
brazo utilizando para ello un tubo de vidrio borosilicado (Vacutainer BD, México DF.

MEX).

Inmediatamente después de la coleccién de sangre, se mantendra entre 4 a 8 °C
hasta su centrifugacion y separacion del suero el cual se conservara a — 20°C hasta

su analisis bioquimico.

Para la coleccion de sangre se requiere de:

- Tubos de vidrio o de polipropileno con capacidad minima de 8 mL

- Guantes desechables

- Cubrebocas

- Hielo en hielera (para conservar las muestras mientras la sangre es
recolectada)

- Centrifuga (para centrifugar las muestras antes de ser congeladas)
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- Cinta de electricista color blanco para etiquetar los tubos con la clave y los
datos del paciente.

- Marcador de tinta indeleble y resistente al agua

Una vez obtenida la sangre (al menos unos 3 mL) centrifugarla, lo antes posible y
separar el suero del paquete globular, tanto el suero como el paquete globular se
colocaran juntos y se les unird con una liga, para luego ser almacenados en el

congelador a -20 ° C.
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HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

[ 9

I@) INSTITUTO MEXICANDO DEL SEGURO SOCIAL
SEGURIDAD ¥ SOLIDARIDAD SOCIAL

Coordinacion de Investigacion en Salud
Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Nefrologicas

ESTUDIO DEL ESTRES OXIDATIVO EN LOS DIFERENTES ESTADIOS DE LA ENFERMEDAD RENAL
CRONICA EN ADULTOS

Hoja de recoleccién de datos

Cadigo (Proy - No. - Iniciales - muestra)

Ciudad de México Fecha / /
(dia/mes/afio)

Nombres

Apellido Paterno

Apellido Materno

No. Teléfono

Domicilio (Calle y No. Colonia,
Ciudad, Caodigo postal)

No. Seg. Social

Nombre, y firma de quien llena
este formulario
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CODIGO

Datos demograficos

Sexo
[ 1 1).Hombre
[ 1 2).Mujer

Edad

(afios cumplidos)

Lugar de Residencia

[ 1 1).Urbana
[ 1T 2).Rural

Derechohabiente
[ 1 1.Si
[
[

Ocupacién

1). Agricultor Obrero
2). Empleado

3). Negocio propio
4). Hogar

5). Estudiante

6). Jubilado Pens

,_,,_,,_,,_,_.,_,,_,
— e e

Fecha de Nacimiento (dia / mes / afio ] 2).No 7). Desempleado
/ / ] 3). No sabe
/ /
Tipo de derechohabiente Estado civil
Nacionalidad [ 1 1).Asegurado trabajador [ 1 1).Soltero
[ 1 1). Mexicana [ 1 2).Beneficiario [ 1 2).Casado
[ 12).0Otra [ 1 3).Viudo
Institucion [ 1 4).Divorciado
Lugar de Nacimiento [ 1 1).IMSS [ 1T 5).Union libre
[ 1 1).Urbana
[ 1 2).Rural
Socioeconémicos
Escolaridad Ingreso Mensual Familiar Actividad fisica
[ 1 1).Ninguna [ 1 1).Menorde 1000 [ 1 1).Ninguna Sedentario
[ 1 2).Primaria [ 1 2).de 1001 a 5000 [ 1T 2). Muy baja
[ 1 3).Secundaria [ 1 3).de 5001 a 10000 [ 1 3).Bajamedia
[ 1 4).Preparatoria [ 1T 4).de 10001 a 15000 [ 1 4).Media
[ 1 5). Técnica [ 1 5).mayor de 15001 [ 1 5). Media alta
[ 1 6).Profesional [ 1 6).Alta
[ 1 7).Posgraduado

Antecedentes heredofamiliares

Sus hermanas (os) han padecido de

Sus padres han padecido de

[ 1Si [ INo 1). Enfermedades cardiacas [ 1Si [ 1No
[ 1Si [ 1No 2).Hipertension arterial [ 1Si [ 1No
[ 1Si [ 1No 3).Diabetes mellitus [ 1Si [ 1No
[ 1Si [ INo 4). Enfermedades pulmonares [ 1Si [ 1No
[ 1Si [ I1No 5). Enfermedades renales [ 1Si [ INo
[ 1Si [ 1No 6). Tumores o cancer [ 1Si [ 1No
[ 1Si [ INo 7). Enfermedades Mentales [ 1Si [ 1No
[ 1Si [ 1No 8). Enfermedades nerviosas [ 1Si [ 1No

1). Enfermedades cardiacas
2). Hipertension arterial

3). Diabetes mellitus

4). Enfermedades pulmonares

5). Enfermedades renales

6). Tumores o cancer

7). Enfermedades Mentales

8). Enfermedades nerviosas

Dx. de Ingreso

Dx. de Egreso

Medicamentos en el ultimo mes (Dosis y frecuencia)

75




CODIGO

Antecedentes personales

Patologias

[ 1Si [ INo 1). Insufic. Renal

[ 1Si [ INo 2).Insufic. Cardiaca
[ 1Si [ INo 3).AVasc. Cerebral
[ 1Si [ INo 4).Cardio Isquémico
[ 1Si [ 1No 5). Enf. Pulmonar

[ 1Si [ 1No 6). Tumor o Ca.

[ 1Si [ 1No 7). Enf. Mentales

[ 1Si [ 1No 8). Enf. Sist. Nervioso
[ 1Si [ I1No 9).Alt Osteo-Musculares
[ 1Si [ I1No 10).Alt. Visuales

[ 1Si [ 1No 11).Alt. Auditivas

[ 1Si [ 1No 12).Cirugias
Transfusiones

[ 11).Si.

[ 12).No

[ 13). Nosabe
Fecha de la ultima:
/ /
mes

dia afo

FUM
/

En caso de mujeres:

dia mes
Embarazos
[ 11).Si

[ 12).No

Antecedentes personales

Diabetes mellitus
[ 11)Si

[ 12)No

[ 13) No sabe

Tx de DM

[ 11)Si,sin tratamiento

[ 12) Si, con tratamiento oral y sin
insulina

[ 13) Si, con tratamiento con insulina

Tiempo de evolucién desde el Dx por
un médico:

[ 11). Menos de 2 afios

12). 2.1 a4.11 afios meses
13).5a9.11

14).10 a 14.11

15).15a19.11

]16). mas de 20 afios

—————

HTA

[ 11)Si

[ 12)No

[ 13) No sabe

[ 11)HAS sin control

[ 12) HAS controlada

Tiempo de evolucion desde el Dx por
un médico:

11).—de 2 afios

12).21a4.11

13).5a9.11

14).10 a 14.11

15).15a19.11

16). + de 20

——————

Hipercolesterolemia
[ 11)Si

[ 12)No

[ 13) No sabe

[ 11)Si,sin tratamiento
[ 12) Si, con tratamiento

Tiempo de evolucion desde el Dx por un
médico
afnos

Sintomas y signos encontrados:

[ 1Si [ INo 1).Cefalea

[ 1Si[ INo 2).
Palpitaciones

[ 1Si [ 1No 3). Vision borrosa
[ 1Si [ INo 4).Disnea

[ 1Si [ 1No 5).Dolor Precord
[ 1Si [ 1No 6).Sin sintomas
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CODIGO

Exploracion fisica

Temperatura axilar (°C)

[ 10 1]

Frecuencia cardiaca (lat/min)

[ 1]

Frecuencia respiratoria (Resp/min) [

I

P. Arterial Sistélica (mmHg)

LI 1]

P. Arterial Diastolica ((mmHg)

L0 00 101

P. Arterial Media (mmHg)

L0 00 101

Presion de pulso (PAS - PAD, mmHg)

(| N A

Estatura (cm)
| A | A
Peso (kg)
L1000 1]
IMC (kg/m2)
[ IT 1]

L0 1]

LI M ]

[ A

L1010 1]
Peso magro[ ][
Peso magro seco

Diametro del cuello (cm)
Diametro de la cintura (cm)
Diametro de la cadera (cm)

Relaciéon Cint/Cad [ ][ ]
Porcentaje de grasa

Valoracién nutricional segun indice de
masa corporal (IMC):

[ ]1Bajo peso (- de 19.8)

[ TNormopeso (de 19.8 a 26)

[ ]1Sobrepeso (de 26.1 a 29)

[ ]Obeso (+ de 29)

Niveles de presion arterial encontrada
al ingreso.

I

LI I 101
Datos de laboratorio

Hemoglobina [ ][ I 1.0 1 1lg/dL Bilirrubinaindirecta [ ][ I 1.1 1 1mg/dL
Hematocrito [ ][ 1.[ 1% Transaminasa oxalacética (AST, TGO)
Glucosasérica [ 1I 1 1-I 1 1mg/dL [ I I 1.1 JulL
Uea [ Il II 1. I Img/dL Transaminasa piravica (ALT, TGP)
Ac.Urico [ ][ 1T 1.[ 1mg/dL [ I 1L 1.0 JuL
Creatinina [ ][ 1.[ ]mg/dL GGT[ I I 1.0 1UL
Colesterol [ ]I 1 1.[ 1mg/dL Deshidrogenasalactical] ][ 1 ].[ JUL
HDL-C [ II I 1.0 1mg/dL FosfatasaAlcal 1 1 1.[ JUL
LDL-C [ 1T I 1.1 1mg/dL FosfatasaAcida[ ][ I 1.[ ]JUL
VLDL mg/dL CPK[ I I 1.1 1UL
Triglicéridos [ 1I I 1.[ 1mg/dL Amilasal ][ I 1.0 1UL
Proteinastotales [ ]I 1 1.[ 1mg/dL Lipasa[ 1 1 1.1 ]JUL
Abumina [ ][ II 1.0 1mg/dL Sodio[ ]I II 1.1 1mEqg/L
Globulinal[ ][ 1 1.[ 1mg/dL Potasio[ 1[ 1l 1.[ 1mEqglL
Rel. Alb/Glob Cloro[ I II 1.-I ImEqlL
Bilirrubinatotal [ ][ 1 1.[ 1mg/dL Calcio[ I II 1.[ 1mg/dL
Bilirrubinadirecta [ 1[ I 1[I 1 1mg/dL Fosforo[ I I 1.[ 1mg/dL
% saturacion | Magnesio[ ][ 1[ 1.[ 1mg/dL
transferrina.................. Ferritina......................... PTH pg/dl
Gasometria (pH/pCO2/HCO3) Proteinuria .................

Hematuria ..................
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Datos de laboratorio

EGO AOXx

Proteinastotales [ ][ 1 1.I 1 1mg/dLAIbumina | Tioles[ 1I 1 1. 1mM

[ I I 1.0 Il ]mg/dL VitC[ Il Il 1.0 Il 1mg/dL
ProtUrin24h[ 1 1 1.1 I 1mg/dL Ac.Urico [ II II 1-I I ]Img/dL
Creatinina [ ]l I 1. NI Img/dLVolumen[ J|SOD [ II I 1. ]JUl

I 1. I 1mg/dL Vol/min. Catalasa [ [ Il 1.[ 1Ul

DepCreat[ [ I I1.I II 1mg/dL
Glucosal ]I II 1.1 1 1mg/dL Otros
Abimina [ [ II 1.0 1 1mg/dL

Ac.Urcol I I 1.0 I 1mg/dLOsmolaridad[ I[|IL-1[ I I 1.0 Ul

I 1.1 I 1mOsm/Kg L6 I I 1.0 1Ul

EOx TNFal[ I I 1.[ Jul
AGEs [ II I 1.1 1UAF TGF-b[ II I 1.1 11Ul
MDA [ I 1 1.1 JuMm Endotelina[ I 1 1.[ ]UI
NOx [ I II 1.0 JuM PCR [ II 1T 1.[ Ul
AOPP [ II II 1.1 JluM E-CAM-1C [ II I 1.0 11Ul
H202 [ [ I 1. luM VCAM-1 [ 1T I 1.1 1ul
Carbonilos [ ]I I 1.1 JuM BNP [ I I 1. 11Ul

DC [ I I 1.1 I JumiL Troponina[ ][ I 1.[ 1ng/mL
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