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RESUMEN

DR EDAURDO BECERRIL VARGAS DR JUAN MANUEL GALLARDO MONTOYA

La enfermedad cardiovascular es la principal causa de muerte en la poblacién adulta en México y en el
mundo occidental y la mayoria de los sujetos que la padecen permanecen, aun hoy en dia, sin ser
oportunamente diagnosticados. Esos datos epidemiolégicos alertan sobre la necesidad de adoptar medidas

preventivas y terapéuticas eficaces.

En el Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional “Siglo XXI” del IMSS nos proponemos
investigar la frecuencia de marcadores de estrés oxidativo urinario en pacientes con distintas patologias
utilizando una metodologia que puede ser aplicada a la prevencion y deteccion precoz de la enfermedad
cardiovascular y de otras enfermedades cronicas que nos permitan que el paciente sea sometido a una serie

de estudios no invasivos y de forma temprana.

El incremento del estrés oxidativo es un evento precoz en el desarrollo de la disfuncién endotelial, uno de los
mecanismos que contribuye a la enfermedad cardiovascular. Dado que el aumento del estrés oxidativo y su
impacto sobre la funcién endotelial son reversibles, su deteccion precoz podria contribuir con las estrategias

preventivas de la enfermedad cardiovascular.

El objetivo de este trabajo es describir un modelo de evaluacion de la funcion endotelial y del estrés oxidativo

que puede ser incorporado a la bateria de estudios que les son aplicados a los pacientes.

Material y Metodo: Estudio prolectivo, transversal, aleatorio. Se incluyeron pacientes del CMN SXXI con
diversas patologia y pacientes aparentemente sanos. Se realiz6 obtencion de muestras bioldgicas y
cuantificacion de biomarcadores de estrés oxidativo.

Resultados:

Conclusiones:



MARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO URINARIO EN DISTINTAS ENTIDADES
NOSOLOGICAS

DR EDUARDO BECERRIL VARGAS DR JUAN MANUEL GALLARDO MONTOYA

INTRODUCCION

A comienzos del siglo XXI, la enfermedad cardiovascular todavia sigue siendo la principal causa de
muerte en la poblacién adulta de los paises occidentales'?. La hipertension arterial, la diabetes y la
dislipidemia, entre otras, contribuyen de manera decisiva en su patogénesis y, a pesar de los
conocimientos actuales, gran parte de los pacientes que padecen dichos factores de riesgo
permanecen aun hoy en dia sin ser diagnosticados. Estos datos epidemioldgicos alertan sobre la
necesidad de adoptar medidas preventivas para el diagndstico precoz y terapéuticas eficaces para

evitar la morbimortalidad cardiovascular.

Las enfermedades cardiovasculares ocupan el primer lugar de morbi-mortalidad en casi dos
terceras partes de la poblacion mundial. Cada afio, mueren alrededor de 17 millones de personas
en el mundo por enfermedad cardiovascular y se estima que cada 4 segundos ocurre un evento

coronario y cada 5 segundos un evento vascular cerebral

Considerando que, en general, la causa de la enfermedad vascular es multifactorial, resulta de
gran utilidad el diagnoéstico etioldgico. El reconocimiento, control y seguimiento de esta enfermedad
en estadios avanzados es clinicamente sencillo, pero durante la etapa asintomatica es necesario
recurrir a metodologias mas sensibles que faciliten el diagnéstico etiolégico de la enfermedad

cardiovascular

En México, la prevalencia de las enfermedades crénicas no transmisibles, tales como la
hipertension arterial (HTA) y la diabetes mellitus (DM), han demostrado un crecimiento exponencial
en las ultimas dos décadas, llegando a superar en el adulto a las enfermedades transmisibles. La
prevalencia de HTA en México es del 30.1% y es uno de los principales factores de riesgo de
enfermedad arterial coronaria y enfermedad cerebrovascular. Se calcula que aproximadamente el
1.5% de todos los pacientes que cursan con HTA mueren cada afio por causas directamente

relacionadas con dicha enfermedad. La prevalencia esta directamente relacionada con la edad’.



En México, el 36.5% de los pacientes con HTA cursan con dislipidemia. Esta enfermedad

incrementa el riesgo de enfermedad cardiovascular (ECV).

La prevalencia nacional de diabetes mellitus en adultos mexicanos de 20 a 103 afios fue de 7.5%
(IC95% 7.1-7.9), lo que representa que poco mas de 3.6 millones de adultos padecian esta
enfermedad. La frecuencia fue apenas mayor en las mujeres (7.8% en total, 6.2% con diagndstico
médico previo) respecto de los hombres (7.2% en total, 5.5% con diagndstico médico previo).

El 16.4% de toda la poblacién hipertensa en ENSA (Encuesta Nacional de Salud) 2000, tuvo
diagnéstico de DM. Sin embargo, de toda la poblacion diabética (10.8%), el 46.2 % tuvo
hipertension arterial. La prevalencia de DM-2 en la poblacion no hipertensa fue del 8.2%. Mientras

que, la prevalencia de hipertension arterial en la poblacién no diabética fue del 28.1%°

La prevalencia de obesidad (IMC > 30 kg/m2) fue del 24.4%. De éstos, el 46.8% registro
hipertension arterial al momento de la encuesta. Mientras que, la prevalencia de hipertension
arterial en la poblacién no obesa fue del 24.6% (p < .05).. Lo anterior representd un riesgo de 2.6
veces mas de ser hipertenso si se es obeso. Ademas, del total de la poblacién hipertensa en ENSA
2000 el 38% fue obeso, mientras que, de toda la poblacién no hipertensa el 18.6% fue obeso.
Hubo un incremento notable en la prevalencia de hipertension arterial de acuerdo al indice de
masa corporal (IMC). Sin embargo, al hacer el desglose por género se encontré que el impacto del
sobrepeso para hipertension arterial es significativamente mayor en el hombre, pese a que la
prevalencia de obesidad fue mayor en la mujer. Asi, la prevalencia de HTA en aquéllos con IMC >
30 kg/m2 fue de 46.1% en el hombre y de 36.0% en la mujer, ambos superaron a la prevalencia
global nacional del 30.05%. El ser obeso incrementé la prevalencia de HTA en todos los subgrupos
de edad. Fue notable que del 53.1% de las personas encuestadas que se sabian hipertensas y no

tomaban medicamento el 71.3% fueron obesos®.

La experiencia clinica y los estudios prospectivos permiten establecer una asociacion inequivoca
entre el estrés oxidativo y la enfermedad cardiovascular*®. El estrés oxidativo es un evento precoz
en el desarrollo de la disfuncion endotelial y de la subsecuente enfermedad cardiovascular.
Afortunadamente, el aumento del estrés oxidativo y su impacto sobre la funcion endotelial son
reversibles y/o controlables. Su deteccion se hace por métodos bioquimicos que pueden ser
implementados, por personal idéneo, en cualquier centro de salud, a partir de una muestra de
sangre venosa y de orina. Se basa en la deteccion de marcadores del estrés oxidativo, la

biodisponibilidad del 6xido nitrico (NO) y la defensa antioxidante celular.

La cantidad y la complejidad de los estudios necesarios para detectar y diagnosticar la enfermedad

cardiovascular hace imprescindible la utilizacién de una metodologia que sea barata y eficiente.



Por ello se plantea la utilizacion en el Hospital de Especialidades, que es una metodologia que
puede ser aplicada a la prevencién y deteccion precoz de la enfermedad cardiovascular y posibilita
que el paciente pueda ser sometido a una serie de estudios en una sola jornada, ahorrandole costo
y tiempo en consultas y desplazamientos. Se estima que esta modalidad reduce en mas de la
mitad el costo total de los estudios cuando se los realiza dentro de las 24 horas,

independientemente de la especialidad en la que se aplique6‘7.

Por lo tanto, el objetivo de este articulo es describir un modelo de evaluacién de la funcion
endotelial y del estrés oxidativo que pueda ser incorporado en la metodologia de rutinas
bioquimicas de las clinicas y hospitales para optimizar el diagnéstico precoz y disminuir el riesgo

implicito de enfermedad cardiovascular promoviendo una estrategia preventiva eficaz.

Existen evidencias que plantean la existencia de una relacién entre las enfermedades
cardiovasculares (ECV) y el estrés oxidativo (EO)*° . EI EO consiste en un desbalance a corto o
largo plazo del equilibrio antioxidantes/pro-oxidantes, que provoca una disrupcion de los
mecanismos de sefalizacion y control celular, a causa de favorecer los procesos de pro-oxidacion
u obstaculizar los mecanismos antioxidantes'®. La cadena de transporte de electrones mitocondrial
(CTEm) constituye la fuente primaria de obtencién de energia en las células cardiacas. A través de
ésta se producen una serie de procesos de o6xido-reduccion y con ello se generan especies
reactivas del oxigeno (ERO)11 Ademas, las células que utilizan el oxigeno como fuente de
obtencion de energia pueden generar ERO a partir de la reduccion enzimatica de éste. Estas
reacciones se producen por la actividad de enzimas como la NADH/NADPH oxidasa, xantina

oxidasa, lipoxigenasa, cicloxigenasa y la dxido nitrico sintasa, entre otras'>.

ESTRES OXIDATIVO.

La vida de los organismos aerdbicos, requiere de un adecuado aporte de energia, y de la
combustion, este ultimo proceso vital es catalizado y regulado por un conjunto de mecanismos
metabdlicos, susceptibles a ser dafiados por reacciones oxidativas incontroladas, asociadas con la
produccion de energia, por lo que se requiere de la existencia de complejos sistemas antioxidantes
para controlar este tipo de reacciones y reparar o reponer los mecanismos metabdlicos dafados. A
su vez, los sistemas enzimaticos, también se encargan de producir especies reactivas para
reacciones bioldgicas de sefalizacion, biosintesis, defensa bioquimicas, y de destoxificacion. Por
lo que la presencia de ambos efectos de estas especies reactivas; benéficos y dafiinos nos lleva a

aseverar que si bien el oxigeno es esencial para la vida, la sobreproduccion de especies reactivas



del oxigeno (EROS), y entre ellas los radicales libres, pueden conducir a la muerte celular por

estrés oxidativo™®.

Los radicales libres (RL) son definidos como aquellas moléculas que en su estructura atémica
presentan un electron desapareado o impar en el orbital externo, dandole una configuracién
espacial que genera una alta inestabilidad. Es una entidad quimica que contrario a la normal
tendencia espontanea de los electrones localizados en los atomos y moléculas a la formacion de
parejas; esta se encuentra desapareada, lo cual, la hace muy inestable, extraordinariamente
reactiva y de vida efimera, con una enorme capacidad para combinarse inespecificamente en la
mayoria de los casos, asi como con la diversidad de moléculas integrantes de estructura celular:

carbohidratos, lipidos, proteinas, acidos nucleicos y derivados de cada uno de ellos™.

Dicho de otro modo las especies reactivas de oxigeno (ERO), tales como super oxido (02-),
peroxido de hidrogeno (H202), radical hidroxilo (OH-) son producidos continuamente en el cuerpo
bajo condiciones normales. Estos metabolitos intermediarios del oxigeno son altamente reactivos y
capaces de infligir citotoxicidad por modificacion y dafio de varias moléculas estructurales y
funcionales tales como lipidos, proteinas y acidos nucleicos. Bajo condiciones normales, las ERO
producidas en el transcurso del metabolismo son convertidos a moléculas menos dafinas, tales
como agua y oxigeno molecular por un sistema enddgeno antioxidante, el cual estda compuesto por

multiples enzimas antioxidantes'. Es asi como el stper oxido ( O -) es convertido a peroxido de
2

hidrogeno por la superoxido dismutasa (SOD). El peréxido de hidrogeno es por su parte convertido
a agua y oxigeno molecular por medio de la catalasa o la glutation peroxidasa (GPx). Sin embargo
en presencia de donadores de electrones, tales como el hierro en estado ferroso (Fe2 +), el
excedente de super oxido y peroxido de hidrogeno pueden ser convertidos al radical hidroxilo el

cual es un radical libre altamente reactivo y extremadamente citotoxico ™.

02+e > 02

SOD

02 +02 +2H ——9p H202+02

CAT

2H202 ___p 2H20+02

GPX

H202+2GSH 9 2H20+GS-SG

2+

H202+Fe 3 OH+OH +Fe

3+



Bajo una variedad de condiciones patoldgicas, la excesiva generacion de ERO, un sistema
antioxidante defectuoso o una combinacion de estos conduce al estrés oxidativo (EO).

Es decir, se entiende por estrés oxidativo (EO) la condiciéon bajo la cual los mecanismos de
defensa antioxidante son rebasados por la sobreproduccién de radicales libres.

El primer radical libre de oxigeno producido en el cuerpo es el superoxido (O2-) el cual es una
molécula altamente reactiva, producida normalmente en el curso de la respiracion celular por la
mitocondria y como un producto de ciertas enzimas oxidantes en el citoplasma. Sin embargo, bajo
condiciones patoldgicas, los leucocitos activados y macréfagos generan cantidades masivas de
02- y otras Especies Reactivas de Oxigeno (ERO), las cuales, actian como agresores ubicuos, es
decir, una gran variedad de estirpes celulares incluyendo las células endoteliales'®, macréfagos”, y
neuronas’® producen superoxido y oxido nitrico; estos RL reaccionan para generar el anion
peroxinitrito; este ultimo y su forma protonada acido perioxinitroso son capaces de oxidar
biomoléculas, tales como desoxirribosa'®, lipidos®’, metionina®' y tioles®”. De hecho cabe destacar
la evidencia existente sobre la capacidad de estos productos sulfenilos para oxidar al glutation
(GSH) y a la cisteina, los cuales forman parte de los sistemas antioxidantes mas importantes. De
este modo el peroxinitrito media la oxidacion de tioles tanto de alto como de bajo peso molecular a
radicales intermedios sulfenilos® lo cual conlleva importantes consecuencias bioldgicas, ya que
estos radicales son especies reactivas que pueden desencadenar reacciones en cadena®. En el
caso de tioles de bajo peso molecular tales como, el GSH se ha propuesto que los radicales
sulfenilo podrian ser removidos por la super oxido dismutasa, a través de la formacién del radical

glutationil oxidado el cual reacciona con oxigeno formando el anidn stper oxido®>2°.

Por otro lado ha bajas tensiones de oxigeno los radicales sulfenilo podrian conducir a la

agregacion de proteinas a través de la formacion de ligaduras disulfuro intra o intermoleculares®”?®.

Asi como la oxidacion tardia de los radicales sulfenilo a acido sulfonico o sulfunico puede conducir

2930 sjendo este tal vez uno de

a la pérdida total o parcial de la actividad bioldgica de las proteinas
los mecanismos por medio de los cuales el peroxinitrito causa muerte neuronal “in vitro” y por
medio del cual se ha encontrado su participacidn en varios trastornos del sistema nervioso central,
tales como la isquemia, esclerosis lateral amiotrofica®’, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de

Parkinson.

Existen al menos tres mecanismos por medio de los cuales el peroxinitrito (ONOO- ) dafia los
tejidos™?:
(a) Descomposicion al radical hidroxilo (-OH) y dioxido de nitrégeno (NO2-)*

(b) Oxidacion directa y eficiente de grupos sulfihidrilo, lipidos, ADN y proteinas®**®



Reaccién con la superoxido dismutasa (SOD) para formar un intermediario nitrado, el cual, Nitrila

los residuos de tirosina y fenilalanina de las proteinas®®.

La susceptibilidad del tejido nervioso al dafio generado por el EO puede ser explicado por la

abundancia de &acidos grasos poliinsaturados, los cuales son especialmente susceptibles a la
peroxidaciéon por las EROY. La lipoperoxidacion (LPO) ocurre cuando RL como el ONOO 6 el

radical hidroxilo (OH ) extraen un hidrogeno de los acidos grasos poliinsaturados de la membrana
formando un radical alquilo, éste a su vez modifica su estructura y se combina con el oxigeno

molecular (02) para formar un radical peroxido (ROO), que posee la capacidad de extraer un

radical hidrogeno de los acidos grasos vecinos, convirtiéendose en un radical hidroperéxido lipidico,
que se rearregla y fragmenta en alcanos y aldehidos®. Estos aldehidos pueden causar
citotoxicidad por el dafio que producen en sistemas enzimaticos mayores, como la Na+, K+

39,40,41,42
Y Uno de los

ATPasa, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, y transportadores de glucosa
productos de la degradacion el dialdehido malénico, puede reaccionar con los grupos tiol (SH) o

amino (NH2). Este proceso se repite incrementando el dafio, hasta que dos radicales libres

pertenecientes o no a la misma molécula interactian, o cuando se unen a moléculas captadoras,
tales como las proteinas de membrana y el a- tocoferol. De hecho la peroxidacion de lipidos juega

un papel importante en la progresién del dafio tisular®.

La enzima glutation peroxidasa cataliza la reduccion de lipoperoxidos y otros hidroperoxidos
organicos usando el glutatién reducido (GSH) como un donante de H+. De este modo, esta enzima
junto con su sustrato GSH, proveen una importante proteccion contra el dafio secundario a la

Iipoperoxidacic’m“.

GLUTATION PEROXIDASA

La glutatién peroxidasa (GPx) es una enzima selenio (Se) dependiente que cataliza la reduccion
del peroxido de hidrégeno (H202) o lipoperdxido (L-OOH), utilizando como agente reductor el
glutation reducido (GSH). Se conoce que los L-OOH son tdxicos en los tejidos animales y que dan

lugar a especies reactivas del oxigeno como los radicales peroxido (L-O0*)**4°.



La GPx, como parte del mecanismo de defensa antioxidante, evita la oxidacion de los L-OOH,

reduciéndolos en presencia de GSH**.

Estos efectos son catalizados por la GPx a través de la siguiente reaccion:

H202 + 2GSH GPx  GSSG+2H20
—>

Existen al menos 3 formas de GPx selenio dependientes: una forma intracelular o celular (GPx-c),
una extracelular o plasmatica (GPx-p) y otra con actividad especifica para los fosfolipoperéxidos
(GPx-PH) que por lo general esta asociada a la membrana y aunque su actividad es la misma,

14748 | a GPx-c y la GPx-p son enzimas tetraméricas; es decir,

poseen diferencias estructurales
estan compuestas por 4 subunidades idénticas entre si y cada una de éstas contiene un atomo de
Selenio unido covalentemente a una molécula de cisteina. La secuencia de aminoacidos de las
subunidades de la GPx-c es diferente a la secuencia de la GPx-p, esta ultima ademas es una

proteina glicosilada y posee puentes disulfuros intramoleculares.

El peso molecular de la GPx-c es de 22 kD, mientras que el de la GPx-p es de 25 kD, con un total

aproximado de 221 aminoacidos por subunidad®®®%°"%

. Las subunidades por separado no
presentan actividad catalitica, sin embargo, la GPx-PH es una enzima monomérica que también

posee un atomo de Se y presenta actividad catalitica; su peso molecular es de 18 kD®.

La GPx-c se puede localizar en la mitocondria y el citosol de la célula hepatica, en el citosol de los
eritrocitos formando complejos con la hemoglobina y en el lisosoma de neutréfilos, macrofagos y
otras células fagociticas del sistema inmune® en cuanto a SNC se ha localizado en el citosol y

mitocondrias de neuronas y células gliales55. Esta isoforma tiene una mayor afinidad por el HZO2

que por los L-OOH, en tanto la GPx-p tiene una afinidad semejante para los 2 sustratos. La GPx-c
y la GPx-p utilizan como sustratos los H202y los L-OOH; sin embargo, no son capaces de utilizar

los fosfolipoperdxidos (PHL-OOH) que son los sustratos principales para la GPx-PH*®*°

En el centro activo de la enzima GPx se encuentra un atomo de Se unido covalentemente a un
residuo de cisteina con actividad durante la catalisis. Ademas se describe en el centro activo un
grupo tiol muy cercano al Se que proviene de un residuo de cisteina. En las diferentes GPx se
conserva casi intacta la estructura del centro catalitico, lo que refuerza la hipétesis de que el

16474851 “Mientras que la formacion del

mecanismo de accion para las 3 formas es el mismo
complejo enzima sustrato se produce debido a que en el sitio activo tienen lugar una serie de

transformaciones como resultado de las cuales se forma un puente metalico ciclico, donde:



1. Enzima + L-OOH _»omdada + L-OH + HZO

2. Enzima oxidada + 2GSH ——3pF + GSSG

La catalasa (CAT), al igual que la GPx, se encarga de eliminar el H202y su localizacion celular es

similar, pero sus mecanismos de regulacién son diferentes.

La GPx y la glutation reductasa (GRd) se encuentran formando parte de un sistema antioxidante
(GPx/GRd), y la CAT de otro (SOD/CAT). Se ha observado que ambos sistemas no actdan a la

par; la CAT actia en presencia de altas concentraciones de HZO2 y la GPx lo hace a

concentraciones bajas, lo que demuestra una correlaciéon inversa en la actividad de ambas
enzimas. Ademas, algunas citoquinas como el factor de necrosis tumoral (TNF), el interferon (IFN)

y la interleucina-1 (IL-1) son capaces de inhibir la actividad de la GPx 4748,

GLUTATION (GSH)

El sistema glutation oxidado /reducido (GSSG/2GSH) es el principal amortiguador reductor tiol-
disulfuro célular®. Este tripéptido puede presentarse tanto en su forma reducida (GSH) como en
su forma oxidada (GSSG)57 y la enzima glutation reductasa (GR) se encarga de mantener la
proporcion GSH/GSSG™.

El GSH es considerado como el grupo “tiol” intracelular mas importante, capaz de interferir con la
fase de iniciacién de la lipoperoxidacion al reducir los niveles de especies reactivas de oxigeno
(EROS), lo que incluye al peréxido de hidrogeno y al radical hidroxilo. Dicho efecto limita la
propagacion de los dafios generados por la LPO, al funcionar como cofactor de la glutation
peroxidasa. Otros mecanismos por los cuales el glutatién inhibe la iniciacion y propagacion de la
LPO es a través de la regeneracion del ascorbato. Existen diversos estudios que sugieren al
contenido de GSH como marcador de la LPO, ya que ésta no se desencadena sino hasta que los
niveles de GSH disminuyen por debajo del 15%. Mas aun, la inhibicién de la sintesis del GSH,
incrementa la formacion de radicales libres®, eleva la actividad de la sintasa del éxido nitrico®,
disminuye la actividad mitocondrial®’ e incrementa la vulnerabilidad excitotoxica. Ademas, se ha
implicado al GSH en la sintesis y reparacién de ADN y en la disminucion de los enlaces disulfuro

de las proteinas lo cual les confiere o restaura la actividad enzimatica dependiente de tioles.



Es por esto que dada su participacion a distintos niveles el GSH ha sido considerado como el
antioxidante celular mas importante, particularmente a nivel de sistema nervioso, localizandose
casi exclusivamente en las células gliales. Otra caracteristica que ha hecho del GSH un factor
relevante en el EO es que el SNC posee bajos niveles de catalasa, razén por la cual la Glutation
Peroxidasa (GPx), localizada en citosol y mitocondria de neuronas y células gll’ales55 es la principal

responsable de la movilizacion del H202 y otros perdxidos.

El GSH es sintetizado a través de dos pasos a partir de los aminoacidos glutamato, cisteina y
glicina, a través de la accién de la y- glutamilcisteina-sintetasa y la GSH sintetasa a nivel
citosolico®. Sin embargo es de importancia resaltar que si bien el citosol intercambia GSH, con los

demas compartimientos intracelulares® %%

, algunos organelos, son capaces de producir su propio
GSH y que estos depdsitos son independientes de las concentraciones de GSH citosolico, tal es el
caso del GSH presente en el nucleo® en el cual mantiene el estado reductor de importantes

proteinas sulfihidrilo, las cuales son necesarias para la reparacion y expresion del ADN?’.

ESTRES OXIDATIVO Y PATOLOGIA CARDIOVASCULAR

Las ERO son capaces de oxidar lipidos, proteinas y acidos nucleicos, con la consecuente
afectacion en sus estructuras y funciones®®. Por oftra parte, existen defensas antioxidantes
endogenas como la superéxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT), la glutation peroxidasa (GPx)
y el glutatién reducido (GSH), los cuales son indispensables para que existan concentraciones
basales de ERO y con ello el corazéon funcione adecuadamente. Sin embargo, bajas

concentraciones de antioxidantes hacen al corazén mas susceptible al dafio oxidativo®.

Los efectos de las ERO sobre la funcion cardiovascular dependen fundamentalmente de las
concentraciones en que éstas son producidas. Durante la generacién de EO moderado y
controlado se produce la activacién de una serie de cascadas de sefializacion intracelular que
compensan la producciéon de ERO, sin embargo una continua sobreproduccion de estas especies
provoca la instauracion de estados patolégicos como las ECV”. No obstante, la produccion de
ERO no es el Unico aspecto importante en el mantenimiento de la homeostasis redox en el sistema
cardiovascular. Existen dos compuestos con propiedades antioxidantes de vital importancia como
el glutation (GSH) y la tiorredoxina (Trx)”. Estos elementos constituyen cofactores de enzimas
antioxidantes detoxificadoras de peroxido de hidrégeno (H,O2) como la GPx y la tiorredoxina
reductasa (Ter)72 El incremento en estos tioles intracelulares protege a las células de la muerte

inducida por EO"® , mientras que su disminucién conlleva a estados de enfermedad’”.



ElI NO, gas muy difusible y labil, cumple un papel fundamental en la vasodilatacion dependiente del
endotelio. Se sintetiza a partir de la L-Arginina, por la accién de la enzima NO-sintetasa presente
en el endotelio. EI NO difunde al musculo liso produciendo su relajacion mediante la produccién de
una enzima citosolica, la guanilato ciclasa, que produce un aumento del 3'5'-guanosina
monofosfato ciclico (GMPc). Su importancia in vivo se aprecia cuando, luego de inhibir la NO—
sintetasa y disminuir la produccion de NO, se observa la aparicién de vasoconstriccién en casi
todos los lechos vasculares, que se asocia con un aumento de la presion arterial sistémica’. Por
otro lado, las especies oxigeno reactivas también participan en el control del tono vascular. En
particular, el radical aniéon superdxido (*O2—) interacciona con el NO formando peroxinitrito

(ONOO—) disminuyendo la biodisponibilidad del NO y produciendo vasconstriccion’®"”.

Bajo condiciones fisiologicas, el sistema de defensa antioxidante es capaz de minimizar los niveles
de ROS preservando la biodisponibilidad del NO y manteniendo asi el tono vascular normal. La
enzima superoéxido dismutasa es la responsable de degradar el «O2—, reduciendo la formacién de
ONOO—, potente oxidante y vasoconstrictor. Por otro lado, las enzimas antioxidantes glutation
peroxidasa y catalasa degradan a los peroxidos, evitando los efectos deletéreos de los mismos.
Finalmente, el glutation junto con la cisteina son los responsables de mantener el equilibrio
REDOX intracelular, permitiendo asi el funcionamiento normal de las células.

El estrés oxidativo es un hallazgo comun y precoz de las patologias cardiovasculares. Estudios
experimentales y clinicos concluyeron que el estrés oxidativo es responsable de inactivar
rapidamente al NO, formando principalmente ONOO—"8. Diversos trabajos mostraron que el
incremento del estrés oxidativo se expresa con un deterioro en la vasodilatacion dependiente del
endotelio y una mayor sensibilidad del endotelio a la vasoconstriccidn. Sin embargo, en los
estadios tempranos de la enfermedad vascular no se observan dichas alteraciones porque el
endotelio es capaz de contrarrestar los efectos del estrés oxidativo y mantener la funcidn endotelial
normal.

Por ello, es indispensable estudiar el estrés oxidativo y los mecanismos de defensa antioxidante
como marcadores precoces de disfuncién endotelial.

Hay una fuerte evidencia de que el 6xido nitrico juega un papel importante en la regulacién de la
homeostasis vascular y de que la biodisponibilidad del 6xido nitrico esta disminuida en la
enfermedad aterosclerdtica y las enfermedades con ella relacionadas. La pérdida de la
biodisponibilidad del 6xido nitrico es atribuible a un incremento del estrés oxidativo causado por
una reduccién de las defensas antioxidantes, a un aumento de la producciéon de radical anién

superoxido y/o a una acumulacion de lipoperéxidos.



DISFUNCION ENDOTELIAL

La disfuncién endotelial se considera en la actualidad una de las primeras manifestaciones de la
enfermedad vascular y la arteriosclerosis. El endotelio, una monocapa de células que recubre la
pared luminal de los vasos sanguineos, regula la interaccion de las células y las proteinas
circulantes con las células residentes en la pared vascular, ejerciendo un papel central como

sensor y transmisor de senales.

El endotelio protege la pared arterial frente al desarrollo de lesiones y contribuye a la homeostasis
vascular a través de ese control continuo de los estimulos que recibe y la adaptacion de su estado
funcional. Las células endoteliales (CE), mediante un programa de expresiéon génica y una sintesis
y procesamiento de proteinas altamente regulable, son capaces de detectar los cambios tanto
fisicos (estrés mecanico hemodinamico) como quimicos (liberacion de moléculas en su entorno) y
transformarlos en respuestas funcionales adaptativas. Esta capacidad de adaptacion le confiere un
papel clave en la regulacion de la homeostasis vascular. El endotelio tiene funciones
antitrombdticas (inhibe la adhesion plaquetaria y la coagulacion, y regula el sistema fibrinolitico),
controla la actividad de las células musculares lisas (CML) de la capa media (tono
vascular/proliferacion) y modula el transito de macromoléculas, como las lipoproteinas, y la
adhesion de leucocitos (monocitos/linfocitos T) a la pared arterial. Diversos factores pueden
modificar las funciones del endotelio y provocar lo que se conoce como disfuncién endotelial. La
disfuncién endotelial puede definirse como un desequilibrio en la biodisponibilidad de sustancias
activas de origen endotelial que predispone a la inflamacion, la vasoconstriccion y el incremento de
la permeabilidad vascular, y que puede facilitar el desarrollo de arteriosclerosis, agregacion

plaquetaria y trombosis.

En las udltimas décadas se ha demostrado que factores de riesgo coronario bien conocidos
producen disfuncién endotelial

La pérdida paulatina de la capacidad del endotelio para controlar el trafico de macromoléculas
hacia el interior de la pared permite un mayor depdsito de moléculas circulantes, como el
fibrinbgeno y las lipoproteinas de baja densidad (LDL), iniciando el proceso de disfuncion
endotelial. El incremento de la permeabilidad endotelial parece vinculado con un proceso de

contraccion celular mediado por el calcio y con una desorganizacion del citosqueleto celular.

Diversos estimulos protrombéticos, inflamatorios o lipidicos (como la trombina, el lipopolisacarido
o las lipoproteinas) producen cambios significativos en la permeabilidad endotelial .
La activacion del endotelio conlleva la expresion/secrecion de citocinas, como la interleucina 1 (IL-

1), los factores de crecimiento derivados de las plaquetas (PDGF), el fibroblasto basico (bFGF) y



los factores quimiotacticos (proteina 1 quimiotactica para monocitos [MCP-1]), y la exposicion
proteinas de superficie que actian como moléculas de adhesion (CAM) para receptores
especificos de leucocitos circulantes. El endotelio activado por agentes proinflamatorios y
aterogénicos (citocinas, LDLox, etc.) expresa CAM que no se hallan presentes en el endotelio
normal, como VCAM-1, y sobreexpresa otras, como ICAM-1. En general, la DM, HAS, dislipidemia
producen un aumento de los valores de las formas solubles de algunas de las CAM mencionadas.
Se han encontrado valores elevados de las formas solubles de ICAM y selectina P en pacientes
con cardiopatia isquémica y de ICAM y VCAM en pacientes con hipertrigliceridemia, enfermedad
arterioscleroética periférica o cerebral.

El 6xido nitrico (NO) es una de las moléculas sintetizadas por el endotelio que regula un mayor
numero de procesos homeostaticos locales. EIl NO se podria clasificar como una molécula
ateroprotectora de origen endotelial (vasodilatador, antiagregante plaquetario, Inhibidor de la
proliferacion de las CML, antioxidante e Inhibidor de la expresion de CAM y de la adhesiéon de

monocitos)

Por tanto, a través de la alteracion de la produccion de NO endotelial se perturba profundamente la
homeostasis vascular y se potencia el desarrollo de lesiones ateroscleréticas. La disminucién de la

dilatacién dependiente de NO es la manifestacion mas temprana de la disfuncién endotelial.

ORINA Y ESTRES OXIDATIVO

La orina es un liquido, amarillento de olor caracteristica, secretado por los rifiones. El cual es
formado por tres procesos a nivel de las nefronas, filtracion, absorcion y excrecidon. Esta
compuesta en su gran mayoria por liquido, 96%, y solo el 4% son solutos, el principal componente
solido de la orina es la urea, producto de degradacidon de aminoacidos, representando hasta un
20g de los solutos. Debido a esto la orina nos permite realizar diagnostico de diversas
enfermedades debido a a la excresién de sustancias anormales. Existen multiples estudios en los
cuales se ha demostrado niveles elevados de biomarcadores de estrés oxidativo en sujetos con
factores de riesgo cardiovascular. Sebahat Nacitarhan y colaboradores encontraron aumento en
niveles séricos y urinarios de MDA en pacientes diabéticos. Asi también es un método no invasivo
y facil de obtener, por lo cual puede ser incorporado en la bateria de estudio como marcador

temprano de disfuncién endotelial



Justificacion.
La enfermedad cardiovascular se encuentra dentro de las primeras causas de
morbimortalidad. Es sabido que la EVC es multifactorial, siendo la DM2, HAS y dislipidemia
los principales factores de riesgo. Debido a la alta prevalencia de dichos factores en
nuestro pais, es de vital importancia encontrar un método diagnéstico seguro y poco
invasivo para el diagnostico oportuno de EVC. Hay evidencia de la asociacién del estrés
oxidativo y patologia vascular, pudiendo cuantificarse marcadores sérico y urinario para
diagnostico oportuno con la finalidad de realizar intervenciones terapéuticas y asi prevenir

un desenlace cardiovascular.

Pregunta general

¢ Existe diferencias en marcadores de oxidacion urinarios en pacientes con diversas enfermedades

comparado con sujetos sanos?

Preguntas especificas

¢Los marcadores de oxidacién medidos en orina de pacientes con enfermedades cronicas se

encuentran elevados comparada con sujetos sanos?

¢ Los marcadores de oxidacién en orina de sujetos enfermos con factores de riesgo cardiovascular

se encuentran elevados comparada con sujetos sanos?

¢ Los marcadores de oxidacion en orina de pacientes enfermos con factores clasicos de riesgo
cardiovascular se encuentran elevado comparado con sujetos enfermos sin factores de riesgo

asociados?



Objetivo General.

Estudiar la concentracion de diferentes marcadores de oxidacién en la orina de pacientes con
diferentes entidades nosoldgicas y compararlos con esos mismos marcadores de sujetos

aparentemente normales.

Objetivos Especificos
La concentracion de diferentes marcadores de oxidacién en orina de pacientes con diferentes

enfermedades cronicas se encuentran elevados comparado con sujetos sanos

La concentracién de diferentes marcadores de oxidacion en orina de pacientes con enfermedades
nosologicas y factores de riesgo cardiovascular clasicos se encuentra elevados comparado con

sujetos enfermos con dichas comorbilidades

Hipétesis.

Los marcadores de oxidacion en muestras urinarias se encuentran aumentados en las
enfermedades crénicas

Pacientes, material y métodos

Tipo de estudio: Prolectivo. transversal, aleatorio

Poblacion de estudio: Se incluyeron pacientes con diagnostico de alguna patologia
cronica
En el grupo control se reclutaron sujetos aparentemente sanos de ambos sexos y

edades relacionadas con los pacientes.



Variables.

Independientes

Edad

Definicién conceptual: Tiempo que ha vivido una persona.
Definicion Operativa: edad consignada en el expediente.
Tipo de variable: escalar.

Unidad de variable: numeros arabigos.

Género

Definicion conceptual: Taxén que agrupa a especies que comparten ciertos caracteres.
Definicion Operativa: género consignado en el expediente.

Tipo de variable: nominal dicotémica.

Unidad de variable: 1: Hombre, 2: Mujer.

Unidad de variable: 1: Presente, 2: Ausente.

Indicé de Masa Corporal

Definicion conceptual: cociente entre el peso de una persona y su altura (expresada en
metros) elevada al cuadrado.

Definicion Operativa: presencia o ausencia de sobrepeso u obesidad, calculada con los
datos consignados en el expediente.

Tipo de variable: nominal.

Unidad de variable: 1: Delgadez severa (<16.0), 2: Delgadez Moderada (16.0-16.99), 3:
Delgadez aceptable (17.0-18.49), 4: Normal (18.5-24.99), 5: Sobrepeso (25.0-29.99), 6:
Obesidad Grado | (30.0-34.99), 7: Obesidad Grado Il (35.0-39.99), 8: Obesidad Grado Il

(240.0)



Diabetes mellitus

Definicién conceptual: Enfermedad metabdlica producida por deficiencias en la cantidad o
en la utilizacion de la insulina, lo que produce un exceso de glucosa en la sangre.
Definicion Operativa: presencia o ausencia del padecimiento, consignado en expediente y
verificado por pruebas de laboratorio.

Tipo de variable: nominal dicotémica.

Unidad de variable: 1: Presente, 2: Ausente.

Hipertension Arterial Sistémica
Definicion conceptual: Tension excesivamente alta de la sangre.
Definicion Operativa: presencia o ausencia del padecimiento, consignado en el expediente.

Tipo de variable: nominal dicotémica.

Hipercolesterolemia:

Definicion conceptual: Aumento de la concentracion de colesterol en la sangre

Definicion Operativa. Presencia o ausencia de colesterol sérico elevado, consignado en el
expediente, verificado en pruebas de laboratorio

Tipo de variable: nominal dicotémica

Unidad: 1 Presente 2 Ausente

Insuficiencia renal cronica:

Definicion conceptual: Situacion clinica debida a diferentes causas, donde el rifién pierde
su capacidad de depurar las sustancias téxicas del organismo, aumentando los niveles de
urea y creatinina en la sangre

Definicion operativa: ausencia o presencia del padecimiento, consignado en el expediente
Tipo de variable: nominal, dicotdmica

Unidad: 1 Presenta 2 Ausencia



Glomerulonefritis

Definicién conceptual: Enfermedad inflamatoria renal que afecta de forma predominante a
los glomérulos

Definicion operativa: ausencia o presencia del padecimiento, consignado en el expediente
Tipo de variable: nominal, dicotdmica

Unidad: 1 Presenta 2 Ausencia

Carcinoma renal

Definicion conceptual: forma de cancer con origen en células renales

Definicion operativa: ausencia o presencia del padecimiento, consignado en el expediente
Tipo de variable: nominal, dicotdmica

Unidad: 1 Presenta 2 Ausencia

Incontinencia Urinaria:

Definicion conceptual: Incapacidad para controlar la evacuacion de la vejiga, o el recto.
Definicion operativa: ausencia o presencia del padecimiento, consignado en el expediente
Tipo de variable: nominal, dicotdmica

Unidad: 1 Presenta 2 Ausencia

Artritis reumatoide

Definicién conceptual: enfermedad sistémica autoinmune, caracterizada por provocar
inflamacion crénica principalmente de las articulaciones, que produce destruccion
progresiva con distintos grados de deformidad e incapacidad funcional

Definicion operativa: ausencia o presencia del padecimiento, consignado en el expediente
Tipo de variable: nominal, dicotdmica

Unidad: 1 Presenta 2 Ausencia



Lupus eritematosos sistémico

Definicion operativa: enfermedad autoinmune crénica que afecta al tejido conjuntivo,
caracterizada por inflamacién y dafio de tejidos mediado por el sistema inmunitario,
especificamente debido a la unién de anticuerpos a las células del organismo y al depésito
de complejos antigeno-anticuerpo

Definicion oeprativa: ausencia o presencia del padecimiento, consignado en el expediente
Tipo de variable: nominal, dicotdmica

Unidad: 1 Presenta 2 Ausencia

Poliarteritis Nodosa

Definicion conceptual: : vasculitis que afecta arterias de mediano calibre. La caracteristica
principal es la inflamacién necrotizante

Definicion operativa: ausencia o presencia del padecimiento, consignado en el expediente
Tipo de variable: nominal, dicotdmica

Unidad: 1 Presenta 2 Ausencia

Granulomatosis de Wegener:

Definicion conceptual: vasculitis granulomatosa sistémica de etiologia desconocida, que
afecta sobre todo al tracto respiratorio superior e inferior y al rifidn

Definicion operativa: ausencia o presencia del padecimiento, consignado en el expediente
Tipo de variable: nominal, dicotdmica

Unidad: 1 Presenta 2 Ausencia

Cirrosis Hepatica
Definicion conceptual: enfermedad crénica del higado, consistente en la muerte progresiva
del tejido hepatico normal y su sustitucion por tejido fibroso.

Definicion operativa: ausencia o presencia del padecimiento, consignado en el expediente



Tipo de variable: nominal, dicotdmica

Unidad: 1 Presenta 2 Ausencia

Infeccién por Virus Hepatitis C:

Definicion conceptual: enfermedad del higado causada por el virus hepatitis C

Definicion operativa: ausencia o presencia del padecimiento, consignado en el expediente
Tipo de variable: nominal, dicotdmica

Unidad: 1 Presenta 2 Ausencia

Espasmo difuso esofagico

Definicion conceptual: trastorno motor esofagico mas frecuente caracterizado por
presencia de ondas peristalticas primarias y secundarias mayores de 180 mmHg

Definicion operativa: ausencia o presencia del padecimiento, consignado en el expediente
Tipo de variable: nominal, dicotdmica

Unidad: 1 Presenta 2 Ausencia

Insuficiencia arterial

Definicion conceptual: conjunto de signos y sintomas producto de la incapacidad del
sistema arterial para lograr un aporte adecuado de sangre para los requerimientos de los
tejidos

Definicion operativa: ausencia o presencia del padecimiento, consignado en el expediente
Tipo de variable: nominal, dicotdmica

Unidad: 1 Presenta 2 Ausencia

Hipoparatiroidismo
Definicién conceptual: disminucién en la producciéon de hormona paratiroidea
Definicion operativa: ausencia o presencia del padecimiento, consignado en el expediente

Tipo de variable: nominal, dicotdmica



Unidad: 1 Presenta 2 Ausencia

Acromegalia

Definicion conceptual: Enfermedad caracterizada por una mayor produccién crénica de la
hormona de crecimiento.

Definicion operativa: ausencia o presencia del padecimiento, consignado en el expediente
Tipo de variable: nominal, dicotdmica

Unidad: 1 Presenta 2 Ausencia

Pénfigo Vulgar

Definicién conceptual: trastorno autoinmune caracterizado por aparicion de ampollas en
piel y mucosas

Definicion operativa: ausencia o presencia del padecimiento, consignado en el expediente
Tipo de variable: nominal, dicotémica

Unidad: 1 Presenta 2 Ausencia

Dermatomiositis

Definicion conceptual: proceso inflamatorio de base autoinmune caracterizado por
debilidad muscular proximal y simétrica y lesiones cutaneas caracteristicas

Definicion operativa: ausencia o presencia del padecimiento, consignado en el expediente
Tipo de variable: nominal, dicotdmica

Unidad: 1 Presenta 2 Ausencia

Psoriasis

Definicidn conceptual: enfermedad crénica de la piel caracterizada por lesiones escamosas
Definicion operativa: ausencia o presencia del padecimiento, consignado en el expediente
Tipo de variable: nominal, dicotdmica

Unidad: 1 Presenta 2 Ausencia



Purpura trombocitopenica idiopatica

Definicion conceptual: enfermedad hemorragica autoinmune causada por defecto en el
numero de plaquetas circulantes.

Definicion operativa: ausencia o presencia del padecimiento, consignado en el expediente
Tipo de variable: nominal, dicotdmica

Unidad: 1 Presenta 2 Ausencia

Sindrome de Alport

Definicion conceptual: enfermedad genética inflamatoria, caracterizada por alteracion en la
sintesis del colageno afecta principalmente rifiones, oidos y ojos

Definicion operativa: ausencia o presencia del padecimiento, consignado en el expediente
Tipo de variable: nominal, dicotdmica

Unidad: 1 Presenta 2 Ausencia

Vértigo vascular:

Definicion conceptual: sensacion de falta de equilibrio

Definicion operativa: ausencia o presencia del padecimiento, consignado en el expediente
Tipo de variable: nominal, dicotdmica

Unidad: 1 Presenta 2 Ausencia

Trasplante renal de donador vivo relacionado

Definicién conceptual: trasplante de un riién en un paciente con enfermedad renal
avanzada.

Definicion operativa: ausencia o presencia del padecimiento, consignado en el expediente
Tipo de variable: nominal, dicotdmica

Unidad: 1 Presenta 2 Ausencia



Dependientes

Oxido Nitrico

Definicion conceptual:gas difusible y labil, cumple un papel fundamental en la
vasodilatacion dependiente del endotelio. Se sintetiza a partir de la L-Arginina, por accién
de la enzima NO-sintetasa.

Definicidon operativa: Niveles obtenidos en orina

Tipo de variable: Escalar

Unidad: uM/L

Definicion conceptual: Malonaldehido: producto directo de la accién de los radicales libres
sobre los acidos grasos poliinsaturados.

Definicidon operativa: Niveles obtenidos en orina

Tipo de variable: Escalar

Unidad: uM/L

AOPP:

Definicion conceptual: producto de oxidacién avanzada de proteinas (Advanced Oxidation
Protein Products)

Definicion operativa: niveles obtenidos en orina

Tipo de variable: escalar

Unidad: 1

AGEs:

Definicion conceptual: producto de la glucosilacién avanzada (Advances Glycated end
products)

Definicion operativa: Niveles obtenidos en muestra de orina

Tipo de variable: Escalar



Unidad: UAF (Unidades arbritarias de Flurosceina)

Tioles

Definicion conceptual: compuesto que contiene el grupo funcional formado por un atomo
de azufre y un atomo de hidrégeno (-SH).

Definicion operativa: Niveles obtenidos en muestra de orina

Tipo de variable: Escalar

Unidad: mM/L

CARVC
Definicién conceptual: Capacidad Antioxidativa Relativa a la vitamina C
Definicion operativa: Niveles obtenidos en muestra de orina

Tipo de variable: Escalar

Unidad: mM/L



Criterios de seleccion del estudio.
Inclusion.
Mayores de 18 afios.
Ambos sexos

Sin distincion de etnias u origen.

Exclusién.

Pacientes que presentaran alguno de los siguientes criterios:
Estados sépticos severos
Embarazo
VIH/SIDA
Cancer
Antecedentes de alcoholismo o abuso de drogas,
Tratamiento con algun farmaco en etapa experimental
Incapacidad de cooperar con los requerimientos del estudio.

Que decidieron abandonar este estudio por voluntad propia y expresa.

Metodologia.

OBTENCION DE MUESTRAS BIOLOGICAS

Las muestras biolégicas (orina) fueron obtenidas de las muestras que son recogidas en el
laboratorio central del HE. Todas las muestras fueron recogidas por miccion voluntaria luego de un
periodo de ayuno de al menos 12 h. La orina fue centrifugada sin preservantes a 10,000 g 15 min a
4 °C y el sobrenadante fue separado en los volumenes requeridos para cada determinacion y
almacenado a -70 °C hasta el momento del analisis.

El consentimiento informado de todos los participantes (pacientes y voluntarios aparentemente
sanos) fue obtenido luego de la explicacidn verbal y escrita de los métodos, riesgos y beneficios
contemplados en el estudio.



RECOLECCION DE DATOS

Se realizé llenado de hoja de recoleccién de datos posterior a toma de muestras bilégicas.

DETERMINACIONES BIOQUIMICAS

En este estudio pretendemos evaluar la actividad de las enzimas antioxidantes SOD y CAT, la
concentracién de indicadores de dafio a biomoléculas como el malonildialdehido (MDA),
hidroperoéxidos totales (ROOH) y productos avanzados de la oxidacién de proteinas (AOPP).

También se determinaran el antioxidantes de bajo pesomolecular como el GSH vy los tioles totales.
Estos parametros fueron determinados en orina mediante técnicas espectrofotométricas para lo
cual fue utilizado un espectrofotémetro de placas de 96 pozos.

Marcadores de oxidacion
Concentracion de productos avanzados de la oxidacion de proteinas

La concentracion de AOPP fue determinada a partir de una curva de calibracién utilizando como
patrén de referencia cloramina T (Sigma St Louis, MO, EE.UU.). Fueron utilizados 100 pL de orina
en 1 mL de solucién amortiguadora a los cuales fueron afadidos 50 yL de ioduro de potasio
(Sigma St Louis, MO, EE.UU.) y 100 pL de acido acético glacial (Sigma St Louis, MO, EE.UU.). La
absorbancia de la reaccion fue determinada inmediatamente a 340 nm contra blanco de reactivo®
La concentracion de AOPP fue expresada como uM de cloramina T.

Concentracion de malonildialdehido

La concentracion de MDA fue determinada a través del método de . En el ensayo se midi6 la
produccion de un croméforo estable luego de la incubacion de las muestras a 95 °C durante 60 min
a una longitud de onda de 586 nm®®. La generacion de la curva de calibracion fue a través de la
utilizacion de malonildialdehido bis [dimetil acetal] (Sigma St Louis, MO, EE.UU.).

Concentracion de hidroperéxidos totales

Para la determinacion de ROOH fue utilizado el procedimiento de H,O, - 560. El ensayo se basa
en la oxidaciéon de iones ferrosos a férricos causada por los ROOH bajo condiciones acidas. Los
iones férricos se unen al indicador xilenol naranja (3,3'-bis(N,N-di(carboximetil)-aminometil)-o-
cresolsulfonaftaleina, sal sodica) (Sigma St Louis,MO, EE.UU.) y forman un complejo estable
coloreado detectable a 560 nm.

NO: la cuantificacion de los niveles de NO consiste en la determinacion de sus metabolitos
estables: nitritos y nitratos (urinarios o plasmaticos) a través de la reaccion de Griess.



Marcadores de antioxidacion

Concentracion de glutation

Luego de llevar a cabo una precipitacién de grupos tioles proteicos, la concentracion de GSH fue
determinadamediante el método de Sedlak y Lindsay®. que utiliza el reactivo de Ellman (acido
5,5'ditiobis-2-nitrobenzoico) 10-2 M (Sigma St Louis,MO, EE.UU.). La longitud de onda utilizada fue
de 412 nm. Fue utilizado GSH (Sigma St Louis, MO, EE.UU.) como patrén de referencia para la
generacion de una curva de calibracion que permitié la extrapolaciéon y el célculo de la
concentracion de GSH en la muestra analizada.

Marcadores de defensa antioxidante

Glutation (GSH): la medicion del contenido total de glutation se determina en sangre entera o, mas
especificamente, en glébulo rojo por técnicas espectrofotométricas.
Superdxido dismutasa (SOD): la medicién de su actividad se determina en glébulo rojo®.

Glutation peroxidasa (GPx): la medicién de su actividad se determina en glébulo rojo, de acuerdo
con MK Cha y colaboradores (1996)%
Otras mediciones

Determinacion del indice de masa corporal

El indice de masa corporal fue calculado segun el siguiente criterio: se tomé el peso corporal (en
kg) y se dividié por la altura (m) al cuadrado. Para ello se utilizaron instrumentos validados por el
Comité Estatal de Normalizacién con el sello apto para su uso.

Determinacion de colesterol total, glucosa, urea, cretinina y colesterol

La concentracion de colesterol total fue medida enzimaticamente a través de la utilizaciéon de un
equipo comercial..

ANALISIS ESTADISTICO

Inicialmente se realizé un analisis exploratorio de los datos para la deteccién de valores aberrantes
(outliers). Posteriormente se llevd a cabo el analisis con comparacion de medias entre los
diferentes parametros, la cual se realizé a través de la utilizacion de la prueba t de Student de
muestras no pareadas. Los datos se expresan como la media + la desviacion estandar (DE). El
nivel de significacion estadistica se asumié como p<0,05. Se utilizé el paquete estadistico SPSS 17
para la obtencién de resultados



Recursos.

Humanos.

Materiales

Residente de medicina interna.

Médico adscrito a la Unidad de Investigacidn Médica en Enfermedades
Nefrolégicas (UIMEN). Hospital de Especialidades. Centro Médico
Nacional “Siglo XXI”.

Personal de laboratorio UIM-EN, CMN “Siglo XXI” y Laboratorio Central de
Analisis Clinicos

Personal de archivo clinico. Hospital de especialidades. CMN “Siglo XXI”

Computadora con paqueteria Office y base de datos
Papeleria variada

Articulos de Oficina

Centrifugas

Balanzas

Pipetas Automaticas

Refrigeradores

Congeladores

Tubos para muestras de bioldgicos

Agitadores magnéticos

Espectrofotdmetro de placas de 96 pozos

Econdmicos.

Obtenidos por apoyos del Fondo de Investigacién a Salud (FIS) y el

Consejo Nacional de Ciencia y tecnologia (CONACIT) .



Seleccion de Historia Clinica

pacientes en (Hoja de recoleccién Cumple criterios
laboratorio de datos)

Se realiza base de Obtencién de Obtencién de
datos biomarcadores muestras

Redaccion de Presentacion de

Analisis Estdistico documento resultados

Consideraciones éticas.

El protocolo sé reviso y fué aprobado por el comité de ética para las investigaciones en humanos
del Hospital de Especialidades del CMN “Siglo XXI” del Instituto Mexicano del Seguro Social.



Resultados.

Se realiz6 el analisis descriptivo de las caracteristicas demogréficas, con los siguientes resultados;
se incluyeron 94 pacientes, de los cuales, 82 eran portadores de patologias croénicas,

representando el 87%, y 12 sanos (Figura 1).
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Figura 1. Poblacién del estudio.



Siendo las nefropatias y enfermedades reumatoldgicas las patologias mas frecuentes (figura 2).

Representando un 52% y 19 % respectivamente del total de las enfermedades.
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Figura 2 Frecuencia de patologia en la poblacion enferma.



La edad se encontr6 en un rango de los 18 a los 78 afios, con un media de 44.61 afios y una DS

14.25 (Figura 3).
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Figura 3. Histograma de edad.



Respecto a la diferencias de género de los pacientes, fueron en su mayoria mujeres, 64 pacientes,

representando el 65% (Figura 4).
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Figura 4. Distribucién por género.



En el cuadro 1 se presentan el resto de las caracteristicas clinicas y bioquimicas expresada en
medias * DE, encontrar diferencias significativas.

Sanos Enfermos P
(n 12) (n 82)

Edad 41.58 £ 11.98 44.61 £ 14.62 0.43
Peso 72 +12.99 65.85 + 14.03 0.10
Talla 1.60 + 0.09 1.57 £ 0.08 0.15
IMC 27.85+4.26 26.10 + 6.37 0.22
PAS 111.11 £ 6.00 119.83 £ 15.99 0.56
PAD 74.44 + 8.81 75.52 + 11.38 0.39
PAM 98.88 + 5.77 105.06 + 12.62 0.07
Glucosa 90.00 = 10.77 100.65 £ 38.52 0.22
Creatinina 1.25+0.10 1.46 +1.27 0.21
Urea 37.4+£8.39 46.9 + 23.34 0.10
Colesterol 190.7 £ 47.05 202.77 £ 43.68 0.22
Trigliceridos 152.6 £ 99.82 170.04 £ 101.10 0.30

Cuadro 1. Caracteristicas clinicas y bioquimicas de la poblacién en estudio, dividida por grupos



Dentro del analisis de las caracteristicas demogréaficas de los pacientes se encontré un alta
incidencia de factores de riesgo cardiovascular, predominando la hipercolesterolemia y la HAS en

el grupo de pacientes con algun padecimiento crénico (figura 5).
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Figura 5. Factores de riesgo cardiovascular asociados



Se realizé el andlisis estadistico de los marcadores bioquimicos de estrés oxidativo cuantificados
en orina, encontrandose los siguientes resultados.

En cuanto a los niveles de biomarcadores de estrés oxidativo cuantificados en orina de sujetos
enfermos comparado con el grupo de sanos, se encontraron elevados, sin embargo existe
diferencia significativa al realizar las pruebas estadisticas. Asi como disminucion del éxido nitrico
en el grupo de enfermos sin embargo no fue estadisticamente existi6 una diferencia estaistica

significativa; los resultados se muestran en el cuadro 2 y figura 6.

Enfermos Sanos P
N 82 N 12

Oxido Nitrico 12.8 + 63.05 16.08 + 30.81 0.44
MDA 57.09 + 57.31 30.93 + 18.82 0.06
AGEs 7.57 +4.94 6.06 + 2.02 0.14
AOPPs 37.41 +57.34 18.26 + 15.66 0.12
Tioles 38.53 + 45.05 26.42 + 10.30 0.16
CAE VC 3.7+17 3.03+1.2 0.10

Cuadro 2 . Niveles urinarios de marcadores de estrés oxidativo urinarios en pacientes sanos y enfermos.
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Figura (6) . Marcadores de estrés oxidativo urinarios en pacientes sanos comparado con enfermos



En cuanto a los niveles de biomarcadores en sujetos con alguna enfermedad y DM comparado con
enfermos crénicos sin DM se encontraron elevados sin embargo no hubo diferencia significativa

entre ambos grupos, los resultados de presentan en la figura 7 y cuadro 3.
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Figura 7 . Niveles urinarios de marcadores de estrés oxidativo en pacientes enfermos con diabetes comparado con
enfermos sin DM.

Enfermos Enfermos sin DM P
con DM
n 16 n 66

Oxido Nitrico 9.93 + 23.44 12.77 + 69.46 0.43
MDA 67.78 £ 71.33 54.50 £ 53.20 0.20
AGEs 7.9815.27 5.85+2.77 0.61
AOPPs 23.75 £ 22.36 40.73 £ 62.65 0.46
Tioles 39.95+ 47.19 32.67 £ 17.74 0.27
CAE VC 3.80 + 1.56 3.72+1.84 0.40

Cuadro 3 . Marcadores de estrés oxidativo urinarios en pacientes enfermos con y sin DM



En la figura 8 y cuadro 4 se presentan los resultados de las mediciones urinarios de oxidantes y

antioxidantes. Se obtuvo un nivel elevado de AGEs con significancia estadisticas, p de 0.01

70

60

50

40

B Enfermos con HAS

30

B Enfermos sin HAS

20

10 A

Oxido MDA AOPPs AGEs CARVC Tioles

nitrico

Figura 8. Marcadores de estrés oxidativo urinarios en pacientes enfermos con HAS y sin HAS

Enfermos Enfermos sin P

con HAS HAS

(n 35) n (48)
Oxido Nitrico 5.05 +81.20 16.97 + 46.54 0.21
MDA 62.59 +63.25 52.82 +£52.24 0.22
AGEs 6.23 £ 2.87 8.56 + 5.81 0.01
AOPPs 43.75 + 69.97 38.95 +62.86 0.37
Tioles 35.32 + 32.40 41.23 +49.26 0.26
CARVC 3.38+1.52 4.03+1.92 0.07

Cuadro 4. Marcadores de estrés oxidativo urinarios en pacientes enfermos con HAS y sin HAS




Comparando niveles de biomarcadores entre sujetos enfermos con DM2 y sanos, se encontré una
elevacion significativa de MDA, con un maximo 289.83 y un minimo 67.78, encontrandose una
media 67.78 de con DE * 71.33, en sujetos con DM2, y una media de 30.93 y DE £ 18.82 de en
sujetos sanos, con un p de significativa de 0.04. El resto de resultados se presentan en la figura 9y
cuadro 5.
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Figura 9. Marcadores de estrés oxidativo urinarios en pacientes enfermos con DM y pacientes sanos

Enfermos Sanos P
con DM
(n 16) n (12)
Oxido Nitrico 9.93 + 23.44 16.08 + 30.81 0.28
MDA 67.78 £+ 71.33 30.93 +18.82 0.04
AGEs 5.85+2.77 6.06 + 2.02 0.41
AOPPs 23.75+ 22.35 18.26 + 15,66 0.23
Tioles 32.62 + 17.74 26.42 +10.30 0.14
CARVC 1.56 £ 1.56 3.03 £ 1.28982 0.08

Cuadro 5. Marcadores de estrés oxidativo urinarios en pacientes enfermos con DM y pacientes sanos



La comparacion de niveles urinarios de marcadores de estrés oxidativo entre sujetos enfermos con
HAS y pacientes sanos, se encontré una elevacion significativa de niveles de MDA, encontrandose
una media de 62.59 £ 63.25 en pacientes enfermos, comparada con una media de 30.93 + 18.82
en pacientes sanos, y una P significativa de 0.04. En cuanto al resto de marcadores se encontré
una elevacion no significativa en el grupo de pacientes con HAS y un nivel urinario menor de oxido
nitrico con una P 0.33, no significativa. El reto de los resultados se presentan en el cuadro 6, figura
10.
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Figura 9 . Marcadores de estrés oxidativo urinarios en pacientes enfermos con HAS y pacientes sanos

Enfermos Sanos P
con HAS
(n 35) n (12)

Oxido Nitrico 5.50 + 81.20 16.08 + 30.81 0.33
MDA 62.59 + 63.25 30.93 + 18.82 0.04
AGEs 6.23 + 2.87 6.06 + 2.02 0.44
AOPPs 43.75 + 69.97 18.26 + 15.66 0.11
Tioles 35.32 + 32.40 26.42 + 10.30 0.17
CARVC 3.39+1.58 3.03+1.28 0.23

Tabla 6. Marcadores de estrés oxidativo urinarios en pacientes enfermos con HAS y pacientes sanos



Analisis.

En el presente estudio Se incluyeron 94 pacientes, de los cuales, 82 presentaban alguna
patologia cronica, siendo las enfermedades renales y los padecimientos reumatoldgicos los mas
prevalentes, constituyendo el 71% de las patologias. En la actualidad, se reconoce que dichas
patologias aumentan el riesgo de presentar enfermedades cardiovasculares. La disminucién del
filtrado glomerular (menor de 70 ml/min) y estadios finales de la enfermedad renal incrementan el
riesgo de muerte y eventos cardiovasculares. Sin embargo son pocos los estudios que han
evaluado dicha asociacion, en NHANES Il se encontré incremento del 51% de muerte por causa
cardiovascular en pacientes con una filtrado glomerular menor de 70 ml/min, comparado con

) 8% Diversos autores han demostrado un

pacientes con funcion renal normal (FG de 90 ml/min
aumento de eventos y muerte por enfermedad cardiovascular en pacientes con enfermedades
reumatolégicas. Los pacientes con LES y AR presentan una mayor frecuencia y a edades mas
tempranas que la poblaciéon general fendmenos de ateroesclerosis subclinica, eventos vasculares

clinicos y mortalidad de causa cardiovascular **°"%

. En un estudio prospectivo, Manzi y cols.
compararon el riesgo de IAM en una poblacion de 498 pacientes con LES verificada con la cohorte
tradicional de Framingham y demostraron un riesgo 50 veces mayor de presentar un IAM en las

mujeres LES de 35-45 afios®

Se encontrd, en la poblacion de sujetos enfermos wuna alta prevalencia patologias crénicas
asociadas, consideradas factores de riesgo cardiovacular clasicos. La prevalencia de HAS en los
sujetos en estudio fue de 35%, mayor comparada con el 30% de la prevalencia nacional. Asi
también existe mayor numero de pacientes con diagnostico de DM2 en dicho grupo, comparada
con los datos obtenidos en la ENSA 2000, encontrandose una prevalencia de 16%, la cual es

mayor comparada con la prevalencia nacional del 7%.

A pesar las prevalencia alta de HAS, DM2 e hipercolesterolemia importante resaltar, el hecho de
que no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los niveles séricos urea,

creatinina, glucosa en ayuno, colesterol, triglicéridos ni clinicas en ambos grupos.

Por lo que resalta de importancia el hecho de que hallamos elevacion de los niveles urinarios de
MDA en sujetos con DM de 67.78 = 71.33 comparado con 30.93 + 18.82 con significancia
estadistica ( P=0.04) Estos resultados coinciden con el hecho de que diversos estudios han
encontrado niveles elevados séricos y urinarios de productos de oxidacién de lipidos en sujetos
con DM. G Noberasco y colaboradores encontraron en 67 pacientes con DM1 y 2 niveles elevados
de MDA comparada con sujetos sanos. Los pacientes con mal control metabdlico mostraron la
mayor concentracion plasmatica de MDA, significativamente respecto al grupo con un mejor
control: Hemoglobina glucosilada (GHb) <10% = 2.77 + 0.28 MDA nmol / ml - GHb> 10% = 4.22 +



0,39 MDA nmol / ml (z = 2.10, a <0.02); Glucemia en ayuno <150 mg / dl = MDA 2.74 + 0.32 nmol /
mly > 150 mg / dl = MDA 4.15 + 0.37 nmol / ml (z = 2.22, a <0.02). El control glucémico parece
influir en MDA plasmatico, aumentando la produccion de radicales libres. Se encontré una
correlacion entre el los niveles de hemoglobina glucosilada, asi como glucosa de en ayuno
idependientepente de los niveles de lipidos. El aumento de la produccion de radicales libres
pueden desempefiar un papel en la patogénesis de la vasculopatia del metabolismo® Por otro
lado, Sebahat Nacitarhan y colaboradores encontraron aumento en niveles séricos y urinarios de
MDA en pacientes diabéticos. Encontrandose niveles significativamente mayores en el grupo de
pacientes con DM y dislipidemia. Confirmando asi la presencia de trastorno de peroxidacion

lipidica en pacientes diabéticos *°.

Asi mismo, en el subgrupo de enfermos con HAS se encontrd incremento de los niveles urinarios e
MDA, por lo que consideramos que esta determinacion, podria ser incorporada en la practica
médica como un prueba no invasiva, para deteccién disfuncidn endotelial, y temprana de deteccion
de enfermedades cardiovasculares en sujetos con factores de riesgo cardiovascular clasicos sin
embargo se requiere realizar mas estudios de correlacion de niveles sérico con urinarios de dicho

biomarcador, y para determinar valores normales tanto séricos como urinarios en sujetos sanos.

Por otro lado la falta de diferencias estadisticamente significativas en cuanto a los niveles de
marcadores antioxidantes podria deberse a la presencia de otras defensas antioxidantes, del grupo
de los tioles como las metalotioneinas (MT), dado que hay que recordar que las MT-l y Il son
poderosos depuradores de radicales libres probablemente como una funcién de sus residuos de
cisteina (sulfihidrilo)%. Sin embargo, son varias las proteinas que contienen grupos sulfihidrilo
(PSH) debido a su contenido de cisteina. De hecho, la concentracion de PSH en células y tejidos
es mayor que la de GSH?". Estos grupos pueden presentarse como tioles (-SH), disulfuros (PS-
SP), o como disulfuros mixtos, por ejemplo, (PS-SG) cuando se conjugan con GSH. Las proteinas
pueden fijar GSH, cisteina, homocisteina, y y-glutamilcisteina para formar disulfuros mixtos pero el

GSH es el ligando dominante®®.

La oxidacion del grupo tiol de una enzima o la reducciéon de su grupo disulfuro, puede dar como

resultado la activacion o inactivacion de esta®.

Es importante destacar que la S-tiolizacidon-destiolizacién es un proceso dinamico que ocurre bajo
condiciones fisiologicas en las células. Este proceso es reversible y las distintas proporciones en
que este ocurre, es dependiente de la proteina la naturaleza de los grupos tioles y de la naturaleza

de los grupos tioles en la proteina'®.



El estado de S- glutatiolizacion/ desglutatiolizacion debe en algin modo ser un reflejo del estado
reductor del sistema GSH en la célula, es decir, la oxidacién de las proteinas sulfihidrilos a
disulfuros mixtos es una respuesta celular temprana al estrés oxidativo'®'. La formacion de

disulfuros mixtos puede ocurrir por varios mecanismos:

A) oxidacion de una proteina tiol, seguido por la reaccién con GSH.

PSOH+GSH ___ PS-SG+H20 (Eq. 1)

B) oxidacion de un electrén de la PSH o el GSH, después de la formacion de un disulfuro

PS-+GS+0 5 PS-SG+02(Eq.2)

PS21GS+1023PS-SG 10+ (Eq3)

C) O por reacciones de intercambio de tiol o disulfuro.

PSH +PS-SG ——p  PS-SP+GSH. (Eq.5)

PSH +‘PS-SG ———  PS-SG + ‘PSH . (Eq. 6)

Estas reacciones demuestran que las proteinas sulfihidrilo pueden desempefar un papel en la red
antioxidante de las células y de este modo influencian el ambiente reductor. Esto ha sido
demostrado durante el estallido respiratorio de los neutrofilos, donde mas del 17% del GSH puede
venir ligado a proteinas'®. Sin embargo las reacciones 4 y 5 restauran el GSH celular; la reaccion
4 no solo restaura GSH, si no que remueve GSSG, manteniendo el potencial reductor de la
relacion GSSG/2GSH. Esta reaccion conservaria el glutation de la célula y funcionaria como buffer
por su potencial reductor. Sin embargo la salida de GSSG para contrarrestar el estrés oxidativo

podria resultar en la perdida de glutatién de la célula, de este modo disminuyendo la capacidad



reductora, la cual podria solo ser restablecida por la sintesis de nuevo GSH. Una vez que el estrés
oxidativo se haya controlado y haya ocurrido una adecuada restauracién de una apropiada razén
de [GSH]/ [GSSG], PSH como la MT pueden retornar a los depédsitos celulares por reaccion del
GSH con PS-SG:

PS-SG + GSH » PSH+GSSG (Eq.7)

GSH regenerado a partir GSSG a través de la Glutation Reductasa:

GSSG + NADPH + H+ GR 2GSH + NADP+ (Eq. 8)
—

La destiolizacion de las proteinas, como la reaccion 7 también aparenta ser un proceso enzima-
dependiente. La proteina glutaredoxina disulfuro isomerasa y la tioredoxina reductasa son enzimas

candidato que podrian facilitar esta reaccion'® "%,

Que tan eficazmente funcionen las proteinas sulfihidrilo como amortiguadores reductores
dependera de su relatividad con el GSH. Un ejemplo de esto se ha encontrado en los eritrocitos,
donde se ha visto que la relatividad de PSH depende de la pKa del tiol y de las caracteristicas
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estructurales, tales como accesibilidad —. Del mismo modo, diversos estudios han demostrado

que la S-glutatiolizacion de proteinas es reversible después del estrés oxidativo'®

. Dado que el
estado reductor de la célula depende tanto de su potencial de reduccion y de su capacidad
reductora, las proteinas sulfihidrilo podrian ser muy importantes es el mantenimiento del ambiente
reductor celular; PSH pueden servir como un amortiguador para mantener el potencial de
reduccion del GSSG/2GSH; Estos depdsitos de PSH en las células mantiene la capacidad del

sistema GSH de contener el estrés oxidativo'®*.

De hecho, se considera al GSH un transportador “in vivo” del oxido nitrico a través de la formacioén
de grupos S-NO. De hecho se ha demostrado la formacion de Complejos con NO con poder
antioxidante en la isquemia, generandose nitroso glutation (GSNO); el cual es 100 veces mas

potente que GSH y se considera como un modulador de la liberacién de metales por parte de la

105,106,107

Metalotioneina en ausencia de oxido nitrico Diversos autores reportan un incremento en

la liberacién de metales por parte de la MT en presencia de GSSG e incluso una ligera pero firme
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captacion de metales bajo la influencia del GSH ™. Ademas del oxido nitrico es probable que el



ONOO_ desempefie un papel importante en la liberacion de metales de las isoformas de la
metalotioneina (MT), ya que se ha sugerido que la descomposicién del peroxinitrito a un pH
fisiologico, constituye el principal componente de la citotoxicidad del oxido nitrico'®.  Esto podria
ocurrir a través de la ampliacion de la sefal de transducciéon de los mecanismos que involucran al
NO como la agregacion plaquetaria, el control de la presién sanguinea y sus influencias en la

9 por el contrario, la

neurotransmision por la estimulacién de la via de la guanilato ciclasa
bioactivacion del glutation dependiente de peroxinitrito involucra la estimulacion de la
guanilatociclasa, lo cual podria desempeiiar un papel clave del glutation en la liberacién de metales

mediada por NO y/o ONOO por parte de las isoformas de la MT'™

. Existen algunos reportes que
mencionan que la liberacion de metales de la metalotioneina Il (MT Il) inducida por el NO y ONOO-
es suprimida por el GSH pero no por el GSSG, probablemente por que el GSH reacciona mas

rapidamente con el NO, o que el B- dominio de la metalotioneina fija GSH™"

y de este modo
bloquea la nitrosilacion de ciertos sitios. El compuesto resultante de esto (el GSNO) funciona como
un transportador de NO in vivo y actia como un donador de NO que sufre una liberacion homolitica

espontanea de radicales del oxido nitrico (NO)''#"">""

. Es por esto que las concentraciones
milimolares de GSH presentes en las células, podrian evitar la liberacion de los metales contenidos
en la metalotoneina, a través de un mecanismo mediado por el 6xido nitrico y el peroxinitrito. A su
vez, las enzimas que incrementan los niveles de GSSG, (como la GPx) y otro tipo de disulfuros,
podrian promover la liberacion de metales (particularmente el zinc) por parte de los grupos tiol de
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la MT'">""®_|a afinidad de estos grupos por los radicales libres es muy alta'”’. De este modo como

los tioles de las isoformasde MT actian como blancos para el ONOO-, acido peroxinitroso y
NO+'"® es probable que puedan interceptar radicales libres. Esto porque los grupos Sulfuro son
un blanco nucleofilico conocido de nitrosilaciéon. El producto de esta reaccién es un S-nitrosotiol
(RS-NO) (Stamler et., al. 1992). De esta manera, la MT podria atrapar equivalentes del NO+
disminuyendo su lesion oxidativa. La reaccidon del NO con proteinas no-heme transportadoras de
hierro y la inhibicion de enzimas con complejos de sulfuro ferroso (FeS), los cuales son blancos
celulares importantes de los dafios ocasionados por el NO, sugiere que las propiedades
antioxidantes de la MT podrian deberse a la formacién de complejos hierro- nitrosotiol, de manera

secundaria al secuestro de metales de transicion por esta proteina’'®.

Otros han sugerido que los residuos de cisteina de la MT podrian funcionar como un objetivo

expandible de las especies reactivas de oxigeno'® .

Por lo que consideramos de capital importancia continuar con esta linea de investigacion con la

determinacién de porteinas como las MT.



Conclusiones

Existen diferencias estadisticamente significativas en los niveles de MDA en los pacientes con
DM2 y HAS, por lo que consideramos que esta determinacion, podria ser incorporada en la
practica médica como un prueba no invasiva, para deteccion disfuncién endotelial, y la deteccion
temprana de enfermedades cardiovasculares en sujetos con factores de riesgo, sin embargo se
requiere realizar mas estudios de correlacion de niveles sérico con urinarios de dicho biomarcador,

y para determinar valores normales tanto séricos como urinarios en sujetos sanos.
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ANEXO 1

CRONOGRAMA

Actividad

M1

M 2

M3

M4 M5 M6

M7

M8

M9

Busqueda y estudio
de la bibliografia

Reclutamiento y toma
de muestra

Procesamiento de las
muestras en
laboratorio

Analisis estadistico

Redaccion y
presentacion de
resultados

M = mes




HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

ANEXO 2

MARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO URINARIO EN DISTINTAS ENTIDADES

NOSOLOGICAS

Hoja de recoleccion de datos generales

Caodigo (Proy - No. - Iniciales - muestra)

México DF Fecha (dia/mes/afio) / /
Nombres / /
Apellido Paterno
Apellido Materno
No. Teléfono
Domicilio (Calle y No. Colonia, Ciudad, Cédigo postal)
No. Seg. Social
Datos demograficos
Sexo Lugar de Residencia Ocupacioén
[ 1 1).Hombre [ 1 1).Agricultor Obrero
[ 1 2). Mujer [ 1 1).Urbana [ 1 2). Empleado
[ 1 2).Rural [ 1 3).Negocio propio
Edad (afios cumplidos) [ 1 4).Hogar
Derechohabiente [ 1 5).Estudiante
Fecha de Nacimiento (dia / mes / afio) [ 1 1).Si [ 1 6).Jubilado Pens
/ / [ 1 2).No [ 1 7). Desempleado
/ / [ 1 3).Nosabe
stado civil

Nacionalidad
[ 11). Mexicana
[ 12).0ftra

Lugar de Nacimiento

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

Tipo de derechohabiente

[ 1 1). Asegurado trabajador
[ 1 2).Beneficiario
Institucion

[x] 1).IMSS

] 1). Soltero

] 2). Casado

] 3).Viudo

] 4). Divorciado
]

E
[
[
[
[
[ 5). Union libre




Socioecondmicos

Escolaridad

1). Ninguna

2). Primaria

3). Secundaria
4). Preparatoria
5). Técnica

Ingreso Mensual Familiar
[ 1 1). Menorde 1000

[ 1 2).de 1001 a 5000

[ 1 3).de5001a 10000

[ 1 4).de 10001 a 15000
[ 1 5). mayor de 15001

Ac

—

ividad fisica
1). Ninguna Sedentario
2). Muy baja
3). Baja media
4). media
5). Media alta

— ——————

S S S S

6). Profesional
7). Posgraduado

——————
— i —

6). alta

Antecedentes heredofamiliares

Sus padres han padecido de Sus hermanas (0s) han padecido de
[ 1Si [ INo 1). Enfermedades cardiacas [ 1Si [ INo 1). Enfermedades cardiacas
[ 1Si [ INo 2).Hipertension arterial [ 1Si [ INo 2).Hipertension arterial
[ 1Si [ ]No 3).Diabetes mellitus [ 1Si [ ]No 3).Diabetes mellitus
[ 1Si [ ]No 4). Enfermedades pulmonares [ 1Si [ INo 4). Enfermedades pulmonares
[ 1Si [ ]No 5). Enfermedades renales [ 1Si [ ]No 5). Enfermedades renales
[ 1Si [ INo 6). Tumores o cancer [ 1Si [ INo 6). Tumores o cancer
[ 1Si [ INo 7). Enfermedades Mentales [ 1Si [ INo 7). Enfermedades Mentales
[ 1Si [ INo 8). Enfermedades nerviosas [ 1Si [ INo 8). Enfermedades nerviosas
Dx. de Ingreso
Dx. de Engreso
Medicamentos en el ultimo mes (Dosis y frecuencia)
Antecedentes personales
Patologias En caso de mujeres: Tabaquismo
[ 1Si [ INo 1).Insufic.Renal FUM [ 11).Si.
[ 1Si [ INo 2).Insufic. Cardi / / [ 12).No
[ 1Si [ INo 3).AVasc. Ence dia mes afio [ 13). Pasivo
[ 1Si [ INo 4).Cardio Isqué Embarazos [ 14). Dej6 de fumar
[ 1Si [ INo 5). Enf. Pulmon [ 11).Si / /
[ 1Si [ INo 6). Tumor o Ca. [ 12).No dia mes afio
[ 1Si [ INo 7). Enf. Mentales No. Embarazos Edad de inicio
[ 1Si [ INo 8). Enf. Sist. Nerv # de hijos nacidos vivos Cigarros / dia
[ 1Si [ INo 9). Alt Osteo-Mus # de hijos nacidos muertos [ 11).-de5
[ 1Si [ INo 10).Alt. Visuales [ 1Si [ ]INo 2).Abortos [ 12).6a20
[ 1Si [ INo 11).Alt. Auditivas [ 1Si [ INo 3).Cesareas [ 13).+de20
[ 1Si [ INo 12). Cirugias [ 1Si [ INo 4).Pre-eclampsia
Alcohol
Trasfusiones Post-menopausica [ 1Si[ ]No
[ 11).Si. [ 11).Si [ 1-de5copasocervezas/
[ 12).No [ 12).No semana
[ 13). No sabe Toma anticonceptivos orales [ ]1de 6 a 10 copas o cervezas /
Fecha de la ultima: [ 11).Si semana
/ / [ 12).No [ 1+ de 11 copas o cervezas /
dia mes afio semana




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).2.1a4.11 aflos meses

[ 13).5a9.11

[ 14).10a14.11

[ 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 evolucién desde el Dx
por un médico:

[ 11).—de 2 afios

12).2.1 a4.11

13).5a9.11

14). 10 a 14.11

15). 15a 19.11

]6). + de 20

—————

Hipercolesterolemia
[ 11)Si

[ 12)No

[ 13) No sabe

[ 11)Si, sin tratamiento
[ 12) Si, con tratamiento
Tiempo de evolucién desde el Dx
por un médico

afos

Sintomas y signos encontrados:

]1Si [ INo 1). Cefalea

1Si [ 1No 2). Palpitaciones

1Si [ ]No 3).Visién borrosa
1Si [ 1No 4). Disnea

1Si [ 5). Dolor Precord
1Si [ 6). Sin sintomas

——————

Exploracion fisica

Signos vitales

Temperatura axilar (°C)

LI 1]

Frecuencia cardiaca (lat/min)
[ 1]

Frecuencia respiratoria (Resp/min)

[ I]

P. Arterial Sistélica (mmHg)
| | A B

P. Arterial Diastolica ((mmHg)
| | O B

P. Arterial Media (mmHg)
| S | A B

Presion de pulso (PAS - PAD,
mmHg)

(| | R F A

Mediciones corporales
Estatura (cm)

L1000 1]
Peso (kg)

(N N M
IMC (kg/m2)
L1011
Diametro del cuello (cm)
L0101 ]

Diametro de la cintura (cm)
L0101 ]

Diametro de la cadera (cm)
L0 00 1]

Relacion Cint/Cad [ ][ ]
Porcentaje de grasa
L1010 1]
Pesomagro[ [ II 1[I 1
Peso magro seco

L1000 M1

Valoracién nutricional segun indice
de masa corporal (IMC):

[ 1Bajo peso (- de 19.8)

[ 1Normo peso (de 19.8 a 26)

[ ]1Sobre peso (de 26.1 a 29)

[ ]Obeso (+ de 29)

Niveles de presién arterial
encontrada al ingreso:

[ 1Menor de 140/90 mmHg

[ ]de 140-159/90- 99 mmHg
[ ]de 160-179/100-109 mmHg
[ ] Mayor de 180/110 mmHg




Datos de laboratorio

Hemoglobina [ 1T 1 1. 1 1g/dL
Hematocrito [ [ 1.1 1%
Glucosasérica [ 1 1 1.-I I 1mg/dL
HoA1lc [ 1T 1.1 1%

Uea [ 1 Il 1.0 II 1mg/dL
Ac.Urico [ II I 1.-[ 1mg/dL
Creatinina [ ][ 1.[ 1mg/dL
Colesterol [ 1 1 1.-[ ]mg/dL
HDL-C [ I I I.[ Img/dL
LbL-C [ 1T I 1.1 Img/dL
VLDL mg/dL

Triglicéridos [ I 1 1-[ 1mg/dL

Proteinastotales [ 1 I 1.[ ]mg/dL
Albdmina [ ][ I 1.0 Img/dL

Globulina[ [ I 1.[ ]mg/dL

Rel. Alb/Glob

Bilirrubinatotal [ ][ 1 1.[ 1mg/dL
Bilirrubinadirecta [ ][ 1 1.[ 1 ]mg/dL
Bilirrubinaindirecta [ ][ 1 1.[ 1 ]mg/dL

Transaminasa oxalecetica (AST, TGO)
[ I I 1.0 1UL
Transaminasa piruvica (ALT, TGP)

[ Il 1T 1.1 JUuL

GGT[ Il Il 1.0 JUL
Deshidrogenasa lactica[ ][ ][ 1.[ JU/L
FosfaAlca[ 1 1 ]1.[ JUL
FosfaAcidal 1 1 1.[ JUL
CPK[ I I 1.0 TUuL
Amilasa[ 1T 1 1.[ UL
Lipasa[ I 1 1.[ UL

Sodio[ II II 1.-[ 1mEg/L
Potasio[ ][ 1l ]1.[ ]1mEqlL
Cloro[ I Il 1.[ ImEqglL
Calcio[ 1T II 1-[ 1mg/dL
Fosforo[ I I 1.[ ]1mg/dL
Magnesio[ [ I 1.[ 1mg/dL




Datos de Laboratorio

EGO

Proteinastotales [ 1 I 1.I 1 1mg/dL
Abdmina [ I I 1.-I I 1mg/dL
ProtUrin24h[ I 1 1.1 1 ]mg/dL

Creatinina [ ][ I 1. 1 1mg/dL Volumen [
I I 1-1 I 1mg/dL Vol/min.

DepCreat[ I Il 1.[ 1 1mg/dL

Glucosa[ I II 1-I 1 1mg/dL

Albdmina [ I 1 1.-I 1 1mg/dL

Ac.Urico[ I II 1.1 1 1mg/dL Osmolaridad
[ I I 1.0 I 1mOsm/Kg

Observaciones

Datos de laboratorio UIMEN

EOx

AGEs [ I I 1.1 1UAF
MDA [ II I 1.[ TuM
NOx [ Il Il 1. JuM
AOPP [ I Il 1.1 1uM
H202 [ I 1T I.[ JuM

Carbonilos [ ][ 1 1.1 JuM
DC [ I I 1.0 I TuML

AOx

Tioles[ I I 1. 1mM

vitCl 10 I 1.0 1 1mg/dL
Ac.Urico [ II I 1. I 1mg/dL
SOD [ Il Il 1.0 Tul

Catalasa [ I II 1.1 1Ul

Otros

-1 10 10 ]
-6 10 10 1

11Ul
N
TNF-a[ I I ]]
]
]

] UI
[ 1Ul
TGF-b[ I I [ 1Ul
Endotelina|[ ][ [ 1.1
PCR [ I I 1.0 1ul
E-CAM-1C [ 1T I 1.1
VCAM-1 [ 1T II 1.1
BNP [ [ I 1.[ Ul
Troponina[ 1 1 1.1

1ul

Ul
1Ul

1 ng/mL

Nombre, y firma de quien llena este formulario




ANEXO 3

Consentimiento Informado

A

E INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
SEGURIDAD Y SOULIDARIDAD SOCIAL

MARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO URINARIO EN DISTINTAS ENTIDADES
NOSOLOGICAS

Eduardo Becerril Varga (1) y Juan Manuel Gallardo Montoya (2)

Antes de que usted decida tomar parte en este estudio de investigacion, es importante que lea,
cuidadosamente, este documento.

El suscrito (paciente o wusuario,b o en su caso, familiar, tutor o representante
=T T PRSP PPPR P , con numero de
seguridad social (o identificacion OfiCial)..........coouiiiiiiii e , en
pleno uso de mis facultades y en el ejercicio de mi capacidad legal, DECLARO lo siguiente:

1. Expreso mi libre voluntad de participar en un estudio de investigacién para identificar los
cambios bioquimicos urinarios, a través de la medicién de biomarcadores en una muestra urinaria.
2. Asi mismo acepto la toma de una muestra de sangre para medir los niveles de metabolitos del
estrés oxidativo.

3. Entiendo que la toma sanguina es relativamente segura y no me causara mas molestias que las
del procedimiento habitual. La muestra urinaria es totalmente indolora e inocua ya que al momento
de orinar colocare una parte de ella en un recipiente especial.

4. El resultado no influirda en el tratamiento que recibo ni en la evolucién o prondstico de mi
enfermedad.

5. Entiendo que participo de manera totalmente voluntaria por lo que no existe ninguna
remuneracidon econémica por mi participacion en este estudio.

6. Declaro que me ha sido proporcionada la informacion completa sobre este estudio, en forma
amplia, precisa y suficiente con un lenguaje CLARO Y SENCILLO.

7. Que se me ha permitido externar todas las dudas que me han surgido, derivadas de la
informacion recibida, por lo que manifiesto estar enteramente satisfecho(a).

8. Ante la informacién proporcionada en forma completa sobre este estudio expreso mi
CONSENTIMIENTO LIBRE, ESPONTANEO Y SIN PRESION alguna para que se realice el
mismo.

México, Distrito Federal a..................... Al 2011.

Nombre y firma del paciente, familiar o representante legal.

Nombre completo y firma del testigo Nombre completo y firma del testigo
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