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INTRODUCCION

La nefropatia diabética es la causa mas frecuente de insuficiencia renal cronica terminal a
nivel mundial. Es una de las principales complicaciones microvasculares y es la segunda
causa de muerte en pacientes diabéticos.” En los ultimos 10 afios, la nefropatia diabética se
ha incrementado en un 150% en América y Europa. En el Norte de América el 40% de los
pacientes con insuficiencia renal cronica terminal padecen nefropatia diabética. Los
pacientes con diabetes mellitus, que inician didlisis, tienen 22% mayor mortalidad en el

primer afio y 15% en los siguientes 5 afios, que aquellos pacientes sin diabetes.'

La evidencia clinica mas temprana de nefropatia diabética es el desarrollo de
microalbuminuria, la cual se define como una excrecion urinaria de albiimina de 30 a 300
mg/dia en una orina colectada de 24 h. La microalbuminuria afecta del 15 al 40% de los
pacientes con diabetes mellitus tipo 2 que tienen una evolucion de 10 a 15 afos. La
progresion a macroalbuminuria (> 300 mg/dia) o proteinuria nefrética (> 3 gr/dia) ocurre en
el 20 al 40% de los pacientes diabéticos que tienen una duracién de diabetes de 15 a 20
afios. Una vez que se manifiesta la macroalbuminuria o proteinuria nefroética, la funcion
renal disminuye progresivamente, a una tasa de 10 a 12 ml/min por afio en los pacientes sin

tratamiento. '

El desarrollo de nefropatia diabética se caracteriza por hiperfiltracion glomerular y
engrosamiento de la membrana basal, la cual progresa a expansion de la matriz mesangial
extracelular con incremento de la excrecion urinaria de albimina. La manifestacion inicial
es con microalbuminuia. La nefropatia diabética finalmente progresa a esclerosis

glomerular con disfuncién renal y sindrome nefrético. >

La microalbuminuria refleja el dafio vascular subclinico del rifion y otros territorios

vasculares. El rifion es susceptible al dafio producido por las especies reactivas de oxigeno



y de los productos de glucosilacion avanzada (AGE, por su siglas en inglés Advanced
Glycosilated End Products).” Los AGEs inducen la muerte celular por apoptosis e
incrementan los niveles de factor de crecimiento del endotelio (VEGF, Vascular
Endothelial Growth Factor) en células mesangiales cultivadas. Ademés se ha demostrado
que los AGEs estimulan la expresion de la proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-
1, Monocyte chemoattractant protein-1) en las células mesangiales, lo cual induce
inflamacion y contribuye al dafio microvascular.” Se ha detectado la presencia de AGEs en
tejido renal y su concentracion se ha correlacionado con la severidad de la nefropatia
diabética. Los AGEs incrementan la liberacion de factor 8 transformante del crecimiento
(TGF-B, Transforming Growth Factor Beta), el cual estimula la sintesis de colageno de los
componentes de la matriz mesangial y de esta manera contribuye al engrosamiento de la

membrana basal glomerular’

En los pacientes diabéticos existe una inadecuada proteccion antioxidante y una produccion
excesiva de especies reactivas de oxigeno. El incremento en la produccion de especies
reactivas de oxigeno contribuye a la glucosilacion no enzimatica de proteinas y la
autoxidacion de glucosa que se desarrolla en una ambiente hiperglucémico, lo que conlleva
a la oxidacion de lipidos y proteinas. La produccion excesiva de especies reactivas de
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oxigeno incrementa la formacion de AGEs.™

Diversos estudios han demostrado incremento de los marcadores de estrés oxidativo a nivel
renal en pacientes con nefropatia diabética. Vicentini y colaboradores demostraron niveles
significativamente mas elevados de marcadores de estrés oxidativo en pacientes diabéticos
en comparacion con pacientes no diabéticos, encontrando niveles 3.3 veces mayores de
AGEs, en el grupo de pacientes diabéticos. Ademas demostraron una correlacion positiva (r
=0.72, p <0.0001) entre los marcadores de estrés oxidativo y hemoglobina glucosilada; asi
como una correlacion positiva entre AGEs y niveles de microalbuminuria.’ De la misma
manera Aslan y colaboradores encontraron una correlacion positiva (r = 567) entre
microalbuminuria y el indice de estrés oxidativo en pacientes con nefropatia diabética y una

correlacion negativa entre microalbuminuria y capacidad antioxidante (r =-0.161).°



La bilirrubina ha sido considerada por muchos afios como un potente antioxidante
endogeno, ya que confiere proteccion en contra de los radicales libres. En 1987, Stocker y
colaboradores demostraron que bajo condiciones anaerobicas la bilirrubina suprime la

peroxidacién de lipidos de manera mas eficiente que el o—tocoferol.”

La bilirrubina es el producto final del catabolismo de la molécula de hemoglobina, de la
cual se forman dos compuestos: heme y globina. La heme oxigenasa (HO) rompe el anillo
de tetrapirrol del grupo heme para formar biliverdina (soluble en agua), la cual es reducida
a bilirrubina (insoluble al agua), mediante la biliverdina reductasa. La bilirrubina liberada,
circula unida a albumina (bilirrubina indirecta) y es transportada al higado para ser
metabolizada, mediante la glucuroniltransferasa, a un compuesto soluble en agua

(bilirrubina directa) para poder ser eliminada a través de la via biliar.®

Las potentes acciones fisioldgicas antioxidantes de la bilirrubina reflejan la amplificacion
de un ciclo en donde la bilirrubina (antioxidante) se oxida a biliverdina y después se recicla
mediante la biliverdina reductasa (BVR) nuevamente a bilirrubina.” Esto explica como la
bilirrubina a pesar de circular en concentraciones bajas, a nivel nanomolar, puede revertir

hasta 10,000 veces las concentraciones de oxidantes.

Sedlak y colaboradores demostraron que la bilirrubina y el glutation tienen papeles
antioxidantes complementarios. Mientras que el glutation, que es hidrofilico, protege contra
la oxidacion de proteinas, la bilirrubina que es lipofilica, protege contra la peroxidacion de
lipidos. De esta manera se encontrd que la bilirrubina posee mayor capacidad antioxidante
en contra la peroxidacion de lipidos, ya que la deplecion de bilirrubina mediante el bloqueo
de HO o delecion de BVR incrementa la peroxidacion de lipidos de membranas celulares.
Estos efectos antioxidantes tienen un impacto en la sobrevida celular, ya que se observo

mayor muerte celular por apoptosis en las células deprivadas de bilirrubina.'’

En condiciones fisiologicas los niveles séricos de bilirrubina son menores a 17 umol/L
(1mg/dL), de los cuales mas del 75% es bilirrubina indirecta.® De todas las causas de

hiperbilirrubinemia indirecta, el sindrome de Gilbert es por mucho la causa méas comin y



mas inocua. El sindrome de Gilbert ocurre en el 2 al 7% de la poblacion. Los hombres se
afectan mas frecuentemente que las mujeres (12.4 y 4.5% respectivamente). Esta condicion
se define y se caracteriza por hiperbilirrubinemia indirecta intermitente con ictericia
acompafiante y ausencia de hemolisis o enfermedad hepética de base. En la mayoria de los

pacientes, la hiperbilirrubinemia se manifiesta durante la adolescencia o la vida adulta.

Como se habia mencionado previamente la bilirrubina procede de la conjugacion de acido
glucurénido (llevdndose a la formacion de bilirrubina di-glucurénido). La isoforma
hepatica 1Al de glucuronil transferasa (UGTI1AI), contribuye principalmente a la
formacion de bilirrubina a través de la glucuronidacion. En el sindrome de Gilbert, la
actividad hepatica de glucuronidacion se encuentra reducida aproximadamente a un 30% de
lo normal. Esta reduccion de la glucuronidacion resulta en un incremento en la proporcion
de la bilirrubina indirecta.® En la poblacién caucasica, la mutacion mas frecuente es el
polimorfismo homocigoto TA;TAA en la region promotora del gen que codifica para
UGTI1AL Esta mutacion es el resultado de la insercién de un dinucléotido en la caja TATA
del gen promotor de UGT1AI El promotor mds comun contiene la secuencia TA¢TAA, la
insercion de un nucléotido extra disminuye la expresion del gene UGTI1AI en un 20 a 30%
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de los valores normales. La frecuencia del alelo TA;TAA, también conocido como

UGTI1AI*28, en la poblacién caucasica es del 35%.°

La forma de presentacion caracteristica del sindrome de Gilbert es hiperbilirrubinemia
indirecta intermitente que inicia durante la adolescencia o vida adulta. Los niveles de
hiperbilirrubinemia indirecta por lo general exceden el limite superior de lo normal después
del ayuno prolongado, la deshidratacion, infecciones, cirugias, ejercicio extremo o
ingestion alcoholica. Las concentraciones séricas de bilirrubina indirecta fluctiian entre 20 y
50 umol/L (1.16 y 2.92 mg/dl respectivamente) pero rara vez exceden a 85 umol/L
(4.97mg/dl).

El diagnostico de sindrome de Gilbert es de exclusion y se realiza al demostrar
hiberbilirrubinemia indirecta intermitente en varias ocasiones, ausencia de evidencia de

hemolisis (biometria hematica, cuenta de reticulocitos, prueba de Coombs, deshidrogenasa



lactica, haptoglobina en valores normales), pruebas de funcion hepética normales y
ausencia de otras condiciones que incrementen los niveles de bilirrubina indirecta. Se
considera hiperbilirrubinemia indirecta cuando hay niveles elevados de bilirrubina indirecta

y menor que el 20% de bilirrubina directa. *''

Diversos estudios epidemioldgicos han demostrado una relacion entre niveles elevados de
bilirrubina y enfermedades relacionadas con estrés oxidativo, en particular la enfermedad
aterosclerotica. En 1994 Schwertner y colaboradores demostraron una relacion inversa
entre las concentraciones de bilirrubina y enfermedad coronaria. La asociacion fue
estadisticamente significativa en andlisis univariados y multivariados. La fuerza de la
asociacion fue comparable con el riesgo atribuible a tabaquismo y presion sistélica.'” Los
niveles plasmaticos de bilirrubina tienen una correlacion inversa con placas de ateroma en

carotidas. "

Vitek y colaboradores encontraron que la prevalencia de enfermedad cardiovascular en los
pacientes con sindrome de Gilbert es de 2% comparado con 12.1% de la poblacion general.
Asimismo, encontraron que los niveles plasmaticos de bilirrubina, HDL y capacidad total

antioxidante fueron mayores en pacientes con sindrome de Gilbert."*

En un estudio prospectivo de los descendientes del estudio de Framingham se encontr6 que
las concentraciones elevadas de bilirrubina estaban asociadas con una disminucion del
riesgo de enfermedad cardiovascular, enfermedad coronaria y de infarto del miocardio. En
este estudio de 24 afios de seguimiento, se demostrd que existe una disminucion
significativa de enfermedad cardiovascular y coronaria en sujetos con el genotipo
UGT1A1*28. Los sujetos con este genotipo tuvieron la tercera parte del riesgo para
enfermedad coronaria y cardiovascular. Por cada 0.1 unidad en el incremento en los niveles
de bilirrubina total los riesgos de enfermedad cardiovascular, coronaria y de infarto agudo

del miocardio disminuyeron 10%, 13% y 13% respectivamente."’

En un meta andlisis de 11 estudios epidemioldgicos que evaluaron la relacion entre niveles

séricos de bilirrubina y enfermedad aterosclerotica se demostrd una relacion inversa de la



dosis-respuesta entre los niveles de bilirrubina y el proceso aterosclerdtico desde el
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desenlace subclinico a el clinico.

Se han sugerido varios mecanismos para explicar la disminucion de enfermedad
cardiovascular en el sindrome de Gilbert. La bilirrubina podria inhibir la oxidacion de
lipidos, debido a sus propiedades antioxidantes y citoprotectoras. Las lipoproteinas,
particularmente LDL son sensibles a la oxidacion de lipidos. En un estudio se observo que
los pacientes con sindrome de Gilbert tuvieron una fase de recuperacion de estrés oxidativo
mas rapida que los controles. Ademas se encontrd una correlacion significativa entre los

niveles de bilirrubina indirecta y la susceptibilidad de las LDL a ser oxidadas."’

Para profundizar el concepto de oxidacion de lipoproteinas como efecto cardioprotector en
pacientes con sindrome de Gilbert, se realiz6 un estudio donde se investigaron los niveles
de LDL pequenas y densas (sd-LDL), LDL oxidadas (ox-LDL) y proteina C reactiva de alta
sensibilidad (hs-CRP) en 42 sujetos con sindrome de Gilbert y 52 controles sanos. Se
observd que la bilirrubina no conjugada tuvo una correlacién negativa con sd-LDL, ox-
LDL y hs-CRP, ( r =-0.594, p < 0.001; r= -0.249, p= 0.016 r=-0.373, p< 0.001). Las sd-
LDL tuvieron una correlaciéon positiva con ox-LDL (r = 0.373, p= 0.003). Estas
observaciones podrian explicar la disminucion de enfermedad cardiovascular descrita en los

pacientes con sindrome de Gilbert.'®

Para evaluar si la hiperbilirrubinemia afecta el desarrollo de complicaciones vasculares en
pacientes con diabetes y sindrome de Gilbert, Inoguchi y colaboradores realizaron un
estudio en donde evaluaron a 5080 pacientes diabéticos de los cuales 96 tenian sindrome de
Gilbert y los compararon con 426 pacientes diabéticos sin sindrome de Gilbert. En este
estudio se encontraron niveles de presion arterial sistdlica, c-LDL, colesterol total y
hemoglobina glucosilada (HbAlc) significativamente menores y niveles mas altos de
lipoproteinas de alta densidad (c-HDL) en los pacientes diabéticos con sindrome de Gilbert
en comparacion con los controles.”” En modelos de regresion logistica se encontré una
asociacion significativa entre sindrome de Gilbert y retinopatia, macroalbuminuria,

enfermedad arterial coronaria y enfermedad cerebrovascular.



La hiperbilirrubinemia podria tener un efecto protector en contra del desarrollo de
nefropatia diabética. Fuji y colaboradores demostraron que las ratas con hiperbilirrubinemia
hereditaria (ratas Gunn j/j), que desarrollaron diabetes, tuvieron menor excrecion urinaria
de albumina en comparacion con ratas no hiperbilirrubinemicas que desarrollaron diabetes.
Asimismo, estas ratas tuvieron proteccion renal en contra de la expansion mesangial
acompafiada de normalizacion en la expresion de TGF-f3 y fibronectina. Ademas estas ratas
tuvieron normalizacion de los marcadores de estrés oxidativo en tejido renal. Estos
hallazgos sugieren que las ratas hiperbilirrubinémicas que desarrollan diabetes tuvieron

proteccion en contra de nefropatia diabética.

En un estudio de 633 pacientes diabéticos, la elevacion de la bilirrubina plasmatica mostrd
una correlacion negativa entre el grado de albuminuria y una correlacion positiva con la
tasa de filtracion glomerular (TFG), lo que sugiere que la bilirrubina tiene una papel
protector contra la nefropatia diabética.”' Sin embargo, en otro estudio de 13,184 pacientes
se encontré que las concentraciones mas elevadas de bilirrubina se asociaron a una
disminucion en la TFG.** Cabe mencionar que ambos estudios excluyeron a pacientes con

bilirrubinas > 22.23 wmol/L (>1.3 mg/dl).

En un estudio de 93,909 pacientes se encontrdé que los niveles de bilirrubina tuvieron una
correlacion inversa con la prevalencia de diabetes mellitus en hombres y mujeres. La
correlacion con diabetes fue mas fuerte en hombres, en comparacion con mujeres, después
de ajustar para multiples variables. Los niveles elevados de bilirrubina se asociaron con una
disminucién en los niveles de resistencia a insulina y proteina C reactiva. Ademas, los
niveles elevados de bilirrubina se asociaron a una menor prevalencia de diabetes y

’ . o . 23
nefropatia diabética en hombres y mujeres.

10



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
La prevalencia de diabetes mellitus en la poblaciéon mexicana se ha incrementado desde
6.7% aun 14% (incremento de mas del 50% en un periodo de 7 afios). Se estima que cerca

de 11.7 millones de mexicanos tendran diabetes mellitus para el afio 2025.%*

La nefropatia diabética es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en
pacientes con diabetes. Constituye la causa mds comun de insuficiencia renal crdénica
terminal. Més del 50% de los pacientes en terapia sustitutiva renal padecen diabetes como
causa de insuficiencia renal. Se estima que alrededor de un 25 a 40% de los pacientes con
diabetes mellitus tipo 2 desarrollara nefropatia diabética a los 20 a 25 afios de inicio de

diabetes.!

Se ha demostrado que la hiperbilirrubinemia estd asociada a una menor prevalencia de
. 16 r . . oS 7 .
enfermedad cardiovascular.® Ademas, los pacientes diabéticos con sindrome de Gilbert,

. . . . 19
presentan una prevalencia menor de complicaciones microvasculares y macrovasculares.
A pesar de que se ha documentado que los pacientes con hiperbilirrubinemia tienen menor

incidencia de nefropatia diabética,”> no esta claro el papel de la hiperbilirrubinemia con la
P pap p

presencia de albuminuria en pacientes con diabetes mellitus tipo 2.
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JUSTIFICACION

Conocer el efecto que pueda tener el nivel de bilirrubinas en el desarrollo de
microalbuminuria en pacientes con diabetes mellitus tipo 2, lo que puede permitir entender
mejor la fisiopatologia de este padecimiento. Ademads, se puede encontrar un grupo de

sujetos con un factor protector para el desarrollo de nefropatia diabética.

HIPOTESIS
Hy: La hiperbilirrubinemia indirecta en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 no esta

asociada a un menor nivel de microalbuminuria (mg/dia).

Ha: La hiperbilirrubinemia indirecta en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 si esta

asociada a un menor nivel de microalbuminuria (mg/dia).

OBJETIVO GENERAL
Determinar si los pacientes con diabetes mellitus tipo 2 que presentan niveles elevados de
bilirrubina indirecta tienen menor nivel de microalbuminuria (mg/dia) en comparacion con

aquellos pacientes diabéticos con niveles normales de bilirrubina indirecta.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
* Determinar la prevalencia de hiperbilirrubinemia indirecta en una poblacion especifica
de pacientes con diabetes tipo 2 del Departamento de Endocrinologia del Instituto

Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion.

* Describir la frecuencia de sindrome metabolico en los pacientes con diabetes tipo 2 e

hiperbilirrubinemia indirecta en comparacion con el grupo sin hiperbilirrubinemia.

* Determinar si existen diferencias en otros parametros bioquimicos (ej: HbAlc, c-LDL,

presion arterial sistolica (TAS) y diastolica (TAD), tasa de filtracion glomerular (TFG),
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acido trico, aspartato aminotransferasa (AST) y alanino aminotrasnferasa (ALT) en

pacientes con diabetes tipo 2, con y sin hiperbilirrubinemia indirecta.

* Determinar si los pacientes con hiperbilirrubinemia indirecta tienen menor prevalencia
de complicaciones microvasculares (neuropatia diabética, pie diabético, retinopatia),

que los pacientes controles.

PACIENTES Y METODOS
a) Diseiio del Estudio:

Estudio comparativo, observacional, transversal y retrolectivo.

b) Participacion de los investigadores:

Estudio observacional.

¢) Universo de Estudio:
Pacientes con diabetes mellitus tipo 2, que se atienden en la consulta externa de diabetes del
Departamento de Endocrinologia del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion

Salvador Zubiran.

CRITERIOS DE INCLUSION
Pacientes de 18 a 80 afios de edad, con diagnostico de diabetes mellitus tipo 2 de al menos

4 afios de evolucion.
Los pacientes deben tener mediciones de HbAI1C, perfil de lipidos, glucosa, BUN,

creatinina, microalbuminuria (en orina colectada de 24 horas) y pruebas de funcion

hepaticas.
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Grupo con hiperbilirrubinemia indirecta:

Bilirrubina indirecta > 1.2 mg/dl y bilirrubina directa < del 25% de bilirrubinas totales, en

al menos una medicioén, sin evidencia de enfermedad hepatica, hemolisis o infeccion por el

virus de VIH.

Grupo control:

Bilirrubina total < Img/dl sin evidencia de enfermedad hepatica, hemolisis o infeccion por

el virus del VIH.

Criterios de exclusion

* Pacientes con evidencia de dafio renal no relacionado a diabetes mellitus (ej.
glomerulonefritis distinta a la ocasionada por diabetes mellitus, dafio renal por
farmacos, enfermedad renal congénita).

* Pacientes sin mediciones de microalbuminuria en orina de 24 horas.

* Pacientes con otros tipos de diabetes distintos a diabetes mellitus tipo 2.

Criterios de eliminacion
* Pacientes que no hayan tenido consulta de diabetes o medicina interna en los ltimos 5

anos.

d) Descripcion del Estudio:

De la base de datos de la consulta de diabetes del Departamento de Endocrinologia del
Instituto Nacional de Nutricion y Ciencias Médicas Salvador Zubiran, que incluye a mas de
2500 pacientes, se seleccionaron a sujetos con diabetes mellitus tipo 2 que cumplieran con
los criterios de inclusion, con bilirrubina total > 1.3 mg/dl, bilirrubina indirecta > 1.2 mg/dl
y que la bilirrubina indirecta fuera > 75% de la bilirrubina total. Una vez seleccionados
estos sujetos se analizaron, en forma retrolectiva, sus respectivos expedientes del archivo
del Instituto Nacional de Nutricion y Ciencias Médicas Salvador Zubiran. En todo paciente
a quien se le detectara hiperbilirrubinemia indirecta, se analizaba su expediente, aquellos

pacientes con evidencia de enfermedad hepatica (cirrosis alcoholica, virus de la hepatitis B
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o C, cirrosis biliar, hepatitis autoinmune) o hemolisis (reticulocitos elevados, anemia
normocitica normocrémica, deshidrogenasa lactica (DHL) elevada, historia de hemolisis
por autoinmunidad) fueron descartados. En este trabajo no se realiz6 ninguna maniobra o

intervencion en particular, unicamente recoleccion de datos.

Una vez que se seleccionaron a los pacientes con hiperbilirrubinemia indirecta, se buscé en
la base de datos de diabetes del Departamento de Endocrinologia del Instituto Nacional de
Nutricion y Ciencias Médicas Salvador Zubirdn, a sus respectivos controles. Los controles
se seleccionaron de acuerdo a un método de pareamiento por ano de diagnostico de diabetes
y género, tratando de equilibrar los grupos en estas caracteristicas. Se excluyeron a los
pacientes que no tuvieran diabetes mellitus tipo 2, aquellos que no estuvieran activos en la
consulta (por lo menos 5 afios), o que tuvieran datos incompletos. De la misma manera que
con los sujetos con hiperbilirrubinemia indirecta, se analizaron los expedientes de los
sujetos seleccionados en forma retrolectiva del archivo del Instituto Nacional de Nutricion

y Ciencias Médicas Salvador Zubiran.

e¢) Tamaiio de la muestra:
Se utilizo la formula para comparar medias, utilizando una DE de 55 mg/dia®, con un alfa

de 0.05 y un poder del 80%. La delta fue de 30 mg/dia de microalbuminuria.

n: 2s> (Zo.+7Zp )2
A2

n: 2s° (Zo.+ ZB)* = 2(55)°(7.84) = 52
A? (30),

N = 52 por grupo.

15



ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizé estadistica descriptiva con promedio y desviacion estdndar para variables
paramétricas o mediana e intervalo intercuartilar para variables no paramétricas. Las
variables cualitativas se compararon con chi cuadrada o la prueba exacta de Fisher segun
correspondia. Las variables cuantitativas paramétricas fueron comparadas con la prueba t
de Student o U de Mann Whitney para las no paramétricas. Se utilizaron modelos de
regresion lineal para buscar la asociacion independiente entre hiperbilirrubinemia indirecta
con la presencia de albuminuria, ajustado para edad, IMC, TAS, TAD y TFG. Ademas, se
realizaron modelos de regresion logistica binaria para determinar la asociacion
independiente entre hiperbilirrubinemia indirecta con la presencia de retinopatia, neuropatia
y sindrome metabdlico. Este andlisis también se ajusto a edad, IMC, HbAlc, TAS, TAD y
TFG. No se ajusto para género y duracion de diabetes dado que los grupos estaban pareados
para éstas caracteristicas. Se consider6 una p <0.05 como estadisticamente significativa. Se

utilizé el programa de estadistica SPSS.

Definicion de las variables:

Género: femenino o masculino expresado en porcentaje.

Edad: expresado en afios.

Duracién de la diabetes: expresado en afios (del diagnodstico de diabetes a la fecha de
revision del expediente).

IMC: kg/m®: < 18.5 peso bajo, 18.5 — 24.99 peso normal, > 25 — 30 sobrepeso, > 30
obesidad (= 30 — 34.1 obesidad grado I, > 35 — 39.9 obesidad grado II, > 40 obesidad grado
110).

HbA1C (%).

Bilirrubina total (BT): mg/dl. > 1.3 mg/dl hiperbilirrubinemia, < 1 mg/dl bilirrubina normal.
Bilirrubina indirecta (BI): mg/dl. > 1.2 mg/dl hiperbilirrubinemia indirecta, < 0.9 mg/dl
bilirrubina indirecta normal.

Glucosa: mg/dl.

Albuminuria en orina colectada de 24 horas: Normal < 30 mg/dia, microalbuminuria 30 —
300 mg/dia, macroalbuminuria > 300 mg/dia, proteinuria > 3000 mg/dia.

Tasa de filtracion glomerular (TFG): mediante la formula Cockroft-Gault.
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Nefropatia diabética: presencia de microalbuminuria > 30 mg/dia en cualquier medicion,
aunque esta ya no esté presente en el momento de la revision.

Estadios de nefropatia de acuerdo a KDOQI: Kidney Disease Outcomes Quality Initiative (
Estadio 1: > 90, Estadio 2: 60 — 89, Estadio 3: 30 — 59, Estadio 4: 15 — 29, Estadio 5 < 15).
Sindrome metabolico: presencia de al menos tres criterios segun ATP III: obesidad
abdominal (IMC > 30), triglicéridos > 150 mg/dl, HDL < 40 mg/dl en hombres y < 50
mg/dl, presion arterial > 130/85 mmHg, glucosa en ayuno > 100 mg/dl. Se utiliz6 el IMC

como sustituto de la medicion de circunferencia de cintura (r=0.7).

CONSIDERACIONES ETICAS
Dado que se realiz6 Unicamente revision de expedientes clinicos, no se considerd que
hubiera riesgos para el paciente (por tal motivo no fue necesario la implementacion del

consentimiento informado).

Los beneficios consisten en describir si existe relacion entre hiperbilirrubinemia indirecta y
microalbuminuria. Esto nos permitira conocer mejor la fisiopatologia de la
hiperbilirrubinemia y encontrar a una poblacion (pacientes con sindrome de Gilbert) que

pudiesen tener algun efecto protector contra el desarrollo de microalbuminuria.

No existid costo por llevar a cabo este estudio retrolectivo, tampoco hubo incentivos o

ningun otro tipo de compensacion

17



RESULTADOS

Se revisaron 1200 pacientes de la base de datos de la consulta externa de diabetes del
Departamento de Endocrinologia del Instituto Nacional de Nutricién y Ciencias Médicas
Salvador Zubiran. De los 1200 pacientes se detectaron 72 con hiperbilirrubinemia indirecta
que no tuvieron evidencia de enfermedad hepatica o hemolisis; aquellos pacientes con
documentacion de enfermedad hepatica o hemolitica no fueron incluidos. Se excluyeron 22
pacientes, 8 de los cuales padecian diabetes mellitus tipo 1 y estaban mal clasificados, 2
padecian diabetes secundaria (ambos secundaria a pancreatitis, uno por pancreatitis
alcohdlica y la otra paciente por pancreatitis biliar con formacion de pseudoquiste), 4
pacientes no tuvieron mediciones de microalbuminuria de 24 horas y 6 pacientes tenian
infeccion por VIH. Finalmente se alcanz6 una muestra de 50 pacientes con
hiperbilirrubinemia indirecta a los cuales se les denomind como sindrome de Gilbert. Se

seleccionaron a 50 pacientes controles, pareados para género y fecha de diagndstico de

diabetes.
1200 pacientes
Consulta diabetes
72 Seleccionados
8 diabetes mellitus tipo 1
2 diabetes secundaria
22 Excluidos
4 sin albuminuria
6 VIH
Controles Hiperbilirrubinemia 2 Neffopatia
50 Incluidos 50 Incluidos
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De los 50 pacientes con hiperbilirrubinemia indirecta 30 fueron hombres y 20 mujeres, el
grupo control tuvo la misma proporcidon en cuanto al género. La edad promedio para los
pacientes con hiperbilirrubinemia indirecta fue de 60 + 9.6 y para los controles fue de 60 +
9.2. La duracion de la diabetes mellitus tipo 2 fue de 14 + 6.5 en ambos grupos (en la tabla
1 se muestran las caracteristicas basales). No hubo diferencias estadisticas en estos

parametros.

El peso en los pacientes con hiperbilirrubinemia indirecta fue de 71.9 + 14.6 y para los
controles fue de 77.2 + 13.8 (p=0.06). El indice de masa corporal fue de 27.8 + 5.16 para el
grupo de hiperbilirrubinemia y 28.9 £ 5.17 para el grupo control (p=0.26). La presion
arterial sistolica fue diferente entre los grupos (124.9 + 18 mmHg para el grupo de
hiperbilirrubinemia vs. 132.7 £ 14 para el grupo control, p=0.01). Como era de esperarse, la
bilirrubina total fue estadisticamente mas alta en el grupo con hiperbilirrubinemia en
comparacion con el grupo control (1.6 (1.4 - 1.8) vs. 0.5 (0.42 - 0.7), p<0.001), asi como la
bilirrubina indirecta (1.4 (1.2 - 1.6) vs. 0.4 (0.2 - 0.6), p<0.001). No se encontraron

diferencias estadisticamente significativas en cuanto ALT y AST.

La glucosa tuvo una mediana de 147 (123-195) en el grupo control y 137 (107 a 168) para
el grupo con hiperbilirrubinemia indirecta, sin embargo esto no fue estadisticamente
significativo. No hubo diferencias estadisticamente significativas en los pardmetros del
perfil de lipidos, aunque el valor plasmatico de c-HDL tuvo una tendencia a estar mas alto
en el grupo con hiperblirrubinemia indirecta (45 en comparacion con 41, p=0.14) y los
triglicéridos tuvieron una tendencia a estar mas elevados en el grupo control (172 en

comparacion con 140, p=0.12).

Se encontrd una diferencia estadisticamente significativa en el valor de creatinina sérica en
el grupo con hiperbilirrubinemia en comparacion con el control, 0.7 (0.6-0.9) vs 0.9 (0.7 —
1.3) con un valor de p=0.03. La tasa de filtracion glomerular fue de 87 + 40 en el grupo

control y 94 + 26 en el grupo con hiperblirrubinemia indirecta, aunque esto no alcanzé una
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diferencia estadisticamente significativa. De manera interesante, se encontr6 una marcada
diferencia para microalbuminuria entre el grupo control y el grupo con hiperbilirrubinemia,
80 (8-408) vs. 8.5 (4.3 — 23) respectivamente (p <0.001). El resto de caracteristicas basales

se describen en la Tabla 1.

En cuanto a las complicaciones microvasculares de diabetes, se encontrd que el grupo con
hiperbilirrubinemia tuvo menor prevalencia de nefropatia diabética que el grupo control,
(26% vs. 68% respectivamente, p <0.001). Asimismo, los pacientes con hiperbilirrubinemia
indirecta tuvieron menor prevalencia de microalbuminuria que los pacientes controles (20%
vs. 65%, p<0.001). El 80% de los pacientes con hiperbilirrubinemia indirecta tuvieron
normoalbuminuria (<30 mg/dia) en comparacion con el 36% de pacientes para el grupo
control. El grupo con hiperbilirrubinemia indirecta tuvo una prevalencia de
microalbuminuria tres veces menor en comparacion con el grupo control (12% vs. 36%,
p<0.001). Finalmente, el 3% de los casos con sindrome de Gilbert tuvo macroalbuminuria,
en comparacion con el 14% del grupo control. Es de hacer notar que sdlo un paciente (2%)
con sindrome de Gilbert presentd proteinuria en comparacion con 7 casos (14%) del grupo
control (p<0.001). Los pacientes en el grupo control tuvieron mayor porcentaje de estadios
avanzados de nefropatia en comparacion con el grupo de hiperbilirrubinemia indirecta.
Ningun paciente con hiperbilirrubinemia indirecta tuvo estadio 4 o 5 de KDOQI, en
comparacion con 1y 2 casos, respectivamente, en el grupo control. E1 56% de los pacientes
con hiperbilirrubinemia indirecta se encontraban en estadio 1 en comparacion con 48% de
los controles (todas con p <0.04). Asimismo, los pacientes con hiperbilirrubinemia indirecta
tuvieron menor prevalencia de retinopatia (Tabla 2). El 75% de los casos con sindrome de
Gilbert no tuvieron retinopatia, en comparacion con 37% de los controles. Un total de 9
pacientes (19%) con hiperbilirrubinemia indirecta tuvieron retinopatia diabética no
proliferativa en comparacion con 20 (52%) controles y solo 3 pacientes (6%) tuvieron
retinopatia diabética proliferativa en comparacion con 4 pacientes (11%) controles (todas
con valor de p<0.03). De la misma manera, los pacientes en el grupo control tuvieron
mayor prevalencia de neuropatia 52% en comparacion con 32% de los pacientes con

hiperbilirrubinemia indirecta (p 0.04), (Tabla 2).
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A pesar de que 4 pacientes con hiperbilirrubinemia indirecta tenian antecedente de pie
diabético en comparacion con 8 pacientes del grupo control, esto no alcanzo diferencia
estadistica. Se observo, también, que los pacientes en el grupo control tuvieron mayor
prevalencia de sindrome metabolico (86%) en comparacion con los pacientes con

hiperbilirrubinemia (52%) (p<0.001), (Tabla 2).

Inicialmente se identificé una correlacion negativa entre la albuminuria y los niveles de
bilirrubina indirecta (r= — 0.27, p=0.003, figura 1). Posteriormente, se realizaron modelos
de regresion lineal para identificar los pardmetros con asociacion independiente con
albuminuria. El primer modelo identifico a la hiperbilirrubinemia indirecta como el unico
pardmetro con asociacion independiente para determinar la presencia de albuminuria, con
un valor beta de -411 mg/dia. En el segundo modelo se identificé que la hiperbilirrubinemia
indirecta tuvo una asociacion independiente para determinar la TFG en pacientes con
diabetes tipo 2 (Tabla 3). Estos modelos fueron ajustados para edad, HbA1C, presion

arterial sistolica, presion arterial diastélica, triglicéridos y sindrome metabolico (Tabla 3).

Se utilizaron modelos de regresion logistica binaria para identificar los pardmetros que
determinaron la presencia de retinopatia diabética, neuropatia y sindrome metabolico en
nuestra poblacién. Se encontr6 que el sindrome de Gilbert tuvo una asociacion
independiente con retinopatia diabética (OR=0.23, IC95% 0.084 - .662, p=0.006). También
se encontrd que el sindrome de Gilbert tiene asociacion independiente con el sindrome
metabolico (OR=0.212 IC95% 0.056 - 0.802, p=0.02), (Tabla 4). No se identifico
asociacion independiente entre sindrome de Gilbert con neuropatia diabética (OR=0.59,
1C95% 0.23-1.49, p=0.27). Sin embargo, el nivel de HbAlc (OR=1.3, 1C95% 1.06-1.7,
p=0.01) y la TFG (OR=0.97, 1C95% 0.95-0.99, p=0.02) fueron parametros que

determinaron el desarrollo de neuropatia diabética de forma independiente.

21



DISCUSION

En este estudio se evalud la relacion entre hiperbilirrubinemia indirecta y microalbuminuria
en pacientes con diabetes mellitus tipo 2. Se encontrd6 que los pacientes con
hiperbilirrubinemia indirecta tuvieron menor microalbuminuria que los pacientes con
bilirrubinas dentro de parametros normales. Asimismo, se encontré una menor prevalencia
de nefropatia diabética y presencia de microalbuminuria en pacientes con
hiperbilirrubinemia indirecta. Los pacientes con bilirrubinas normales tuvieron estadios
mas avanzados de nefropatia diabética en comparacion con los pacientes con sindrome de
Gilbert. De hecho, en este estudio ningun paciente con hiperbilirrubinemia indirecta se

encontraba en terapia sustitutiva renal.

De la base de datos de 1200 pacientes, se encontraron 50 pacientes con hiperbilirrubinemia
indirecta sin evidencia de hemolisis o enfermedad renal, encontrando una prevalencia en
esta poblacion de 4.16% de sindrome de Gilbert. De estos pacientes, existid tres veces
menor prevalencia de nefropatia diabética en comparacion con aquellos sujetos con
bilirrubinas normales. Estos pacientes tuvieron estadios mas tempranos de enfermedad
renal en comparacion con los sujetos controles. Ademads, se encontr6 menor nivel de
albuminuria que los pacientes con bilirrubinas normales. De la misma manera, se encontr6
una diferencia estadisticamente significativa en el nivel de creatinina basal entre los grupos
y una mayor tasa de filtracion glomerular en pacientes con hiperbilirrubinemia indirecta en

comparacion con los sujetos controles.

Inoguchi y colaboradores habian reportado una menor prevalencia de complicaciones
microvasculares en pacientes con diabetes y sindrome de Gilbert, asi como disminuciéon en
los niveles de estrés oxidativo y marcadores de inflamacion.'” En el presente estudio se
corrobora una menor prevalencia de complicaciones microvasculares en pacientes con
hiperbilirrubinemia indirecta y diabetes, particularmente se identifico menor frecuencia de
retinopatia diabética. El 25% de los pacientes con hiperbilirrubinemia indirecta presentaban
retinopatia diabética en comparacion con 63% de los controles. Esta asociacion fue

independiente al impacto de pardmetros como TFG, HbAlc, presion arterial e IMC.
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La bilirrubina es un potente antioxidante endégeno capaz de disminuir la peroxidacion de
lipidos. Estudios en ratas han demostrado que la hiperbilirrubinemia disminuye de manera
significativa la excrecion urinaria de albumina y confiere proteccion contra nefropatia
diabética.”® En este estudio se demuestra, en modelos de regresion lineal, que la
hiperbilirrubinemia indirecta presenta una impacto protector para reducir la albuminuria
hasta alrededor de 400 mg/dia (Tabla 3). Por ello, la hiperbilirrubinemia indirecta podria
conferir proteccion contra el desarrollo de nefropatia en pacientes con diabetes mellitus tipo

2.

Diversos estudios epidemioldgicos han mostrado una relacion inversa entre las
concentraciones séricas de bilirrubina y la presencia de enfermedad cardiovascular.'> > '*
Se ha propuesto como mecanismo fisiopatoldogico una disminucion en los marcadores de
estrés oxidativos y una menor concentracion de LDL oxidadas. Tapan y colaboradores
demostraron una disminucidon en la concentracion de LDL pequeias y densas, LDL
oxidadas y proteina c reactiva de alta densidad en pacientes con sindrome de Gilbert en
comparacién con sujetos sanos.'® Este mismo mecanismo podria explicar una menor
prevalencia de enfermedad renal en pacientes con sindrome de Gilbert y diabetes. Ademas,
resulta interesante que la hiperbilirrubinemia indirecta tuvo una asociacion independiente
con sindrome metabolico. Los pacientes con sindrome de Gilbert y diabetes mellitus tipo 2
tienen 80% menos asociacion con sindrome metabdlico en comparacion con los sujetos sin
hiperbilirrubinemia indirecta (Tabla 4). Estos resultados confirman el papel protector,
posiblemente antioxidante y citoprotector, de la bilirrubina indirecta que pudiera reducir la
frecuencia de complicaciones micro y macrovasculares en pacientes con diabetes mellitus
tipo 2. Sin embargo, esto es motivo de estudios longitudinales a futuro.

Las limitantes de este estudio son las inherentes al disefio transversal y retrolectivo, la falta
de control para tratamiento médico, las mediciones realizadas y la variabilidad de las
evaluaciones y manejo en el contexto de la consulta externa. Sin embargo, los resultados
van en la misma tendencia que estudios previos lo cual apoya la necesidad de estudiar a

fondo el papel protector de la hiperbilirrubinemia indirecta en este tipo de poblacion.
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CONCLUSIONES

En el presente estudio se encontré una menor prevalencia de nefropatia diabética y menor
albuminuria en pacientes con hiperbilirrubinemia indirecta en comparacion con pacientes
con bilirrubinas plamaticas normales. La hiperbilirrubinemia indirecta determiné menor
asociacion con retinopatia diabética y sindrome metabdlico, ademas de estadios menos
avanzados de nefropatia diabética. Esta asociacion fue independiente del papel de la

presion arterial, IMC, edad y HbAlc.
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ANEXOS

Tabla 1 Caracteristicas basales de los pacientes estudiados.

Diabetes mellitus tipo 2

Genero (%)
Hombre
Mujer

Edad
Duracion de DM 2
Peso

IMC

TAS

TAD
HbA1C

BT

BI

ALT

AST
Glucosa
BUN

Cr
Triglicéridos
Colesterol
HDL

LDL
Microalbuminuria

TFG

30 (60)
20 (40)
60+9.6
14 £6.5

71.9+ 14.6

27.8+£5.16
124.9 + 18
75.5+11
84+1.8

1.6 (1.4 —1.8)

1.4 (1.2-1.6)
22 (17-34)
17 (13-22)

137 (107-168)
17 (13-22)

0.7 (0.6-0.9)

140 (108-186)
179 £ 37
45+ 29
105 £29

8.5 (4.3-23)
94 + 26

Hiperbilirrubinemia (n=50) Grupo control (n=50)

30 (60)
20 (40)
60+9.2
14 £6.5

77.2+13.8

28.9+5.17
132.7+ 14
79 + 8.8
89+1.8

0.5 (0.42 —0.7)

0.4 (0.2-0.6)

21.5 (17 -31)
21 (18-31)

147 (123-195)

21.5 (13-31)

0.9 (0.7-1.3)

172 (111-231)
185+ 34
41 +24
111 £24
80 (8-408)
87 +£40

P

0.20

0.91
0.98
0.06
0.26
0.01
0.08
0.19
0.00
0.00
0.72
0.59
0.21
0.07
0.03
0.12
0.35
0.14
0.28
0.00
0.32

Variables paramétricas expresadas como media + DE, variables no paramétricas mediana (intervalo intercuartilar) y n (%).

Abreviaciones: duracion de Diabetes Mellitus (DM) tipo 2 expresado en aflos

IMC: indice de masa corporal (kg/m?) , TAS: tension arterial sistémica mmHg, TAD: tension arterial diastolica mmHg,

HbA1C: hemoglobina glucosilada, BT: bilirrubina total mg/dl, BI: bilirrubina indirecta mg/dl,



Cr: creatinina mg/dl, TFG: Tasa de filtracion glomerular medida por Cockroft-Gault

Tabla 2 Comparacion de la prevalencia de complicaciones cronicas de DM2 entre los grupos.

Diabetes mellitus tipo 2

Hiperbilirrubinemia (n=50) Control (n=50) P

Microalbuminuria 10 (20) 32 (65) 0.00
Nefropatia diabética 13 (26) 34 (68) 0.00
Albuminuria

Normal 40 (80) 18 (36)
Microalbuminuria 6(12) 18 (36) 0.00
Macroalbuminuria 3(6) 7(14)
Proteinuria 1(2) 7(14)

KDOQI

Estadio 1 28 (56) 24 (48)

Estadio 2 19 (38) 15 (30)

Estadio 3 3(6) 8 (16) 0.04
Estadio 4 0(0) 1(2)

Estadio 5 0 (0) 2(4)
Retinopatia:

Normal 35(75) 14 (37)

RDNP 9(19) 20 (52) 0.03
RDP 3(6) 4 (11)

Neuropatia 16 (32) 26 (52) 0.04
Pie Diabético 2(4) 4 (8) 0.67
Sindrome Metabélico 26 (52) 43 (86) 0.00
N (%)

KDOQI: Kidney Disease Outcomes Quality Initiative
RDNP: Retinopatia no proliferativa, RDP: Retinopatia proliferativa
RDP: Retinopatia diabética



Tabla 3 Modelos de regresion lineal para identificar los parametros con asociacion

independiente con albuminuria (modelo 1) y tasa de filtracion glomerular (modelo 2).

Variable B B Estandarizada t p

Modelo 1: Albuminuria

Edad - 10.94 -0.103 -0.896 0.37
HbA1C -1.16 -0.02 -0.020 0.98
Presion arterial sistolica 5.89 -0.10 0.734  0.46
Presion arterial diastolica 1.16 -0.012 0.095 092
Indice de masa corporal -17.03 - 0.089 -0.805 042
Triglicéridos 0.73 - 0.068 0.596  0.55
Sindrome metabdlico -71.90 -0.034 -0.247 0.80
Bilirrubina indirecta -414.11 -0.27 -2.46  0.01

Modelo 2: Tasa de Filtracion glomerular

Edad -1.4 -0.392 -4.66  0.00
HbA1C 2.4 0.135 1.77 0.08
Presion arterial sistolica -0.181 - 0.089 -0.894 037
Presion arterial diastolica 0.397 0.117 1.28 0.20
indice de masa corporal 2.79 0.422 525  0.00
Triglicéridos 0.002 0.005 0.61 0.95
Sindrome metabdlico 5.62 0.076 0.796  0.44
Bilirrubina indirecta 9.87 0.187 2.33 0.02

Parametros de Modelo 1 - F: 1.25, r2 0.10, p: 0.275
Parametros de Modelo 2 - F: 12.40, r2 0.52, p: 0.00



Tabla 4. Modelos de regresion logistica binaria para determinar los pardmetros con asociacion

independiente para retinopatia diabética (modelo 1) y sindrome metabdlico (modelo 2).

Variable B OR (IC 95%) p
Modelo 1: Retinopatia diabética

Hiperbilirrubinemia indirecta -1.4 232 (.084-.662) 0.006
Edad - 0.009 991 (.924-1.062) 0.795
Indice de masa corporal -0.014 986 (.880-1.106) 0.815
Presion arterial sistolica -0.017 1.017 (.982-1.053) 0.348
Presion arterial diastolica -0.023 977 (.921-1.03) 0.444
HbA1C 0.243 1.275 (.967-1.682) 0.157
Tasa de filtracion glomerular -0.016 984 (.963-1.006) 0.157
Modelo 2: Sindrome metabolico

Hiperbilirrubinemia indirecta -1.5 0.212 (.056-.802) 0.02
Edad - 0.048 0.954 (.882-1.030) 0.22
Indice de masa corporal 0.69 1.07 (.926-1.239) 0.35
Presion arterial sistélica 0.104 1.11 (1.03-1.192) 0.00
Presion arterial diastolica 0.040 1.04 (0.964-1.123) 0.30
HbA1C 0.035 1.03 (.746-1.438) 0.83
Tasa de filtracion glomerular 0.016 1.016 (.987-1.046) 0.28
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Figura 1. Correlacién bilirrubina indirecta con albuminuria.
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