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I. ABREVIATURAS

ANOVA : Andlisis de varianza.

ADA: Asociacion Americana de Diabetes.

ADN: Acido Desoxirribonucleico.

bFGF: Factor de Crecimiento Fibroblastico Basico.

c-HDL: Colesterol de Alta Densidad (High Density Lipoprotein).

c-LDL: Colesterol de Baja Densidad (Low Density Lipoprotein).

DCr: Depuracién de Creatinina.

CMEB: Centro Multidisciplinario de Estudios en Biotecnologia.

DM: Diabetes Mellitus.

DM-2: Diabetes Mellitus tipo 2.

DPCA: Dialisis Peritoneal Continua Ambulatoria.

ECV: Enfermedad Cardiovascular.

EGF: Factor de Crecimiento Epidérmico.

ELISA: Ensayo Inmunoenzimatico.
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HTA: Hipertension Arterial.

HGR No. 1: Hospital General Regional No. 1

ICAM 1: Molécula de Adhesién Intracelular.

IGF 1: Factor de Crecimiento Similar a la Insulina.

IL-1: Interleucina-1

IL-6: Interleucina-6.

IMC: indice de Masa Corporal.

IMSS: Instituto Mexicano del Seguro Social.

IRC: Insuficiencia Renal Cronica.

IRCT : Insuficiencia Renal Crénica Terminal.

JNC-VII: Comité Nacional Conjunto VII de Diagndstico, Prevencién y
Tratamiento de la Hipertension Arterial.

K/DOQI: Kidney Disease Outcomes Quality Initiative.

MCP 1: Proteinas del Monocito.

MIA: Malnutricién, Inflamacién, Arteriosclerosis.

PAD: Presion Arterial Diastélica.
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PAS: Presion Arterial Sistolica.

PAF-1: Factor Activador del Plasminégeno 1.

PDGF: Factor de Crecimiento Derivado de las Plaquetas.

PCR: Proteina C Reactiva.

PCR hs: Proteina C Reactiva Alta Sensibilidad.

SPSS: Statistical Package for the Social Sciences.

TGF-B: Factor de Crecimiento transformante Beta

TNF-a: Factor de Necrosis Tumoral Alfa.

UMSNH: Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.

VCAM-1: Molécula de Adhesiéon de Células Vasculares..

VEGF: Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular.
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II. RESUMEN

ANTECEDENTES. La insuficiencia renal cronica (IRC) es la enfermedad que mayor
gasto econdmico y social genera y se relaciona con una alta tasa de morbilidad y
mortalidad cardiovascular por lo que se ha convertido en un punto de atencién en
todos los sistemas de salud. Se ha sugerido que la desnutricion, la inflamacion, y
los factores genéticos, estan involucrados en el desarrollo de la misma.

OBJETIVO. Analizar si la desnutricion, la inflamacion y los factores genéticos se
asocian con el desarrollo de enfermedad cardiovascular (ECV) en pacientes con
IRC. Adicionalmente, analizar si estos factores se relacionan con pérdida de la
reserva funcional renal.

MATERIAL Y METODOS. Se realiz6 un estudio de corte transversal de casos y
controles se estudiaron 76 pacientes con diabetes mellitus tipo 2, ambos sexos y
con edad mayor de 20 afios. Se estudiaron veintidos pacientes con nefropatia
diabética en etapa 5, 31 con nefropatia diabética en etapa 4 y 23 sin
manifestaciones clinicas ni bioquimicas de nefropatia diabética. Las variables
analizadas fueron: biometria hemética, glucosa, urea, creatinina, colesterol total,
triglicéridos, c-HDL, c-LDL, albumina, IL-6, TNF-a, adiponectina, PCRhs alta
sensibilidad, ecocardiograma y polimorfismo del gene de la IL-6 y adiponectina.
RESULTADOS. La desnutricion, la inflamacion y el polimorfismo CG-634 del gene
qgue codifica para IL-6, se relacionan con el desarrollo de ECV y la pérdida de la
funcion renal residual.

CONCLUSIONES. Se requiere de ensayos clinicos controlados de largo plazo para
evaluar el impacto del control de la desnutricion, la inflamacion, en la morbilidad y la
mortalidad cardiovascular y en la funcién renal residual en pacientes con

enfermedad renal crénica.
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. ABSTRACT

NON-TRADITIONAL RISK FACTOR FOR CARDIOVASCULAR DISEASE IN
PATIENTS WITH CHRONIC RENAL FAILURE

BACKGROUND. The chronic renal failure (CRF) is the disease that greatest social
and economic cost generates and it is related with high rate of morbidity and
mortality cardiovascular, so it has became into an attention point to all healthcare
systems. It has been suggested that malnutrition, inflammation and genetic factors,
are involved.

OBJECTIVE. To analyze the association of malnutrition, inflammation and genetic
factors with the development of cardiovascular disease (CVD) in patients with CRF.
Additionally, it was analyzed if these factors are related with the loss residual renal
function.

MATERIALS AND METHODS. In a cross-sectional of case-control study 76 patients
with type 2 diabetes, both sexes, age old 20 years were studied. 22 patients with
stage 5 diabetic nephropathy, 31 patients with stage 4 diabetic nephropathy and 23
patients without clinical or biochemical manifestations of diabetic nephropathy were
studied. The analyzed variables were: haematic biometry, glucose, urea, creatinine,
total cholesterol, triglycerides, c-HDL, c-LDL, albumin, IL-6, TNF-a, adiponectin, high
sensibility PCR, echocardiogram and polymorphism of IL-6 and adiponectin gene.
RESULTS. Malnutrition, inflammation and CG-634 gene polymorphism of IL-6, are
related to the CVD development and the loss residual renal function.
CONCLUSIONS. Long term clinical assays are required for evaluating the effect of
the malnutrition, inflammation control in the morbidity and mortality cardiovascular

and in residual renal function in patients with chronic kidney disease.
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IV. GLOSARIO

e Diabetes Mellitus tipo 2. Se consider6 como diabético a todo sujeto
diagnosticado clinicamente con glucosa en ayuno > 126 mg/dL o cifras
menores si recibian tratamiento con hipoglucemiante oral y/o insulina.

e Enfermedad Renal Crénica: basado en los criterios de las guias K/DOQI.

Estadios de la enfermedad renal cronica (72.73). Variable nominal

Estadio Descripcion TFG (mL/min/1.73 m?)
1 Daro renal con TFG normal o 1 =290
2 Dano renal con TFG ligeramente | 60-89
3 | de la TFG Moderada 30-59
4 l dela TFG Severa 15-59
5 Insuficiencia renal < 15 (o didlisis)

TFG = tasa de filtracion glomerular. La enfermedad renal crénica se define como dafio renal o con
una TFG < 60mL/min/1.73 m? por = 3 meses. El dafo renal se define como anormalidades
patolégicas o marcadores de dafio, incluyendo anormalidades en pruebas de sangre, orina o
estudios de imagenologia.

e Edad. Variable continua. Expresada en afos cumplidos al momento del
estudio.

e Sexo. Variable nominal. Hombre, mujer.

e Peso Corporal. Variable continua, expresada en kg.

e Talla. Variable continua, expresada en mts.

e Presion Arterial. Variable continua. Se midié con un esfigmomandmetro de
columna de mercurio. Se midio en mmHg. Cifra normal sistélica 120 mmHg
y diastolica 80 mmHg.

e Glucosa Sérica. Variable continua. Medida en mg/dL

e Colesterol Total. Variable continua expresada en mg/dL

Triglicéridos. Variable continua, expresada en mg/dL

c-HDL. Variable continua, expresada en mg/dL
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c-LDL. Variable continua, expresada en mg/dL

Creatinina Sérica: Cantidad de creatinina sérica en una muestra de sangre
venosa con ayuno de 8 h. Unidades en mg/dL. Variable cuantitativa continua.
Depuracién de creatinina en orina de 24 horas. Variable continua,
expresada en ml/min/1.73 mts superficie corporal. (normal: (normal: 90-120
mL/min/1.73 m?2)

Interleucina-6. Variable continua, expresada en ng/mL

Factor de Necrosis Tumoral-alfa. Variable continua, expresada em ng/mL
Adiponectina. Variable continua, expresaa en ng/mL.

Proteina C Reactiva de Alta Sensibilidad. Variable continua, expresada en
mg/L.

Polimorfismo del Gene de la Interleucina-6. (IL-6 634CG) Variable
nominal.

Polimorfismo del Gene de la Adiponectina. Variable nominal
(Adioponectina 45GT y adiponectina 276GT).
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VII. ANTECEDENTES

La diabetes mellitus tipo 2 (DM-2) es una enfermedad crénica, hereditaria de
etiologia multiple. Es una enfermedad metabdlica caracterizada por hiperglicemia,
resultado del defecto de la secrecion o accion de la insulina. La hiperglicemia
cronica se asocia con dafio a largo plazo, disfuncion y falla de varios 6rganos,
especialmente ojos, rifiones, nervios, corazén y vasos sanguineos. La nefropatia
diabética es la complicacion tardia de la DM-2 mas frecuente con afeccion
primordial al glomérulo que explica la mayor reduccién de la expectativa de vida de
los pacientes diabéticos (1). La insuficiencia renal cronica (IRC) es la etapa final de
todas las nefropatias, debido al deterioro progresivo e inexorable de la funcion
renal. El sustrato anatomico son la glomeruloesclerosis, el dafio tubulointersticial y
la acumulacion de matriz extracelular con fibrosis (2,3).

Entre los mecanismos involucrados, la inflamacion puede tener una participacion
importante, ya sea por reclutamiento y proliferacion de células inflamatorias o por la
generacion local y extra-renal de mediadores de inflamacion. Los macrofagos
pueden inducir dafio por produccién de enzimas proteoliticas, radicales libres,
sustancias vasoactivas, factores de crecimiento y citocinas (2) que finalmente
conducen a la fibrosis; dentro de los principales mecanismos que determinan estas
alteraciones se encuentran multiples estimulos humorales como: la angiotensina Il,
la proteina 1 del monocito (MCP 1), la molécula de adhesion intracelular (ICAM 1),

las citocinas como interleucinas 1 y 6 (IL-1 y 6) y el factor de necrosis tumoral o

(TNF o), los factores de crecimiento, como el transformador B (TGF-B), el del
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endotelio vascular (VEGF), el derivado de plaquetas (PDGF), el similar a la insulina
tipo 1 (IGF-1), el fibroblastico basico (bFGF) y el epidérmico (EGF) (4).

La hipertension arterial (HTA) es otro de los mecanismos participantes en la
progresion del dafio renal. Diferentes estudios epidemiolégicos y ensayos clinicos
demuestran que la hipertension es un factor independiente que favorece el mayor
deterioro renal. En estudios experimentales y clinicos, también reportan que la
activacion del sistema renina angiotensina participa de manera importante en la
perpetuacion y avance del dafio renal. Este sistema tiene la particularidad de
interactuar sinérgicamente con otros mediadores de dafio como citocinas y factores
de crecimiento (3,5).

Los factores genéticos también tienen una participacion importante. Varios de los
marcadores genéticos que tienen influencia en la progresion del dafio renal
pertenecen al grupo de sustancias vasoactivas, factores de crecimiento o citocinas.
Algunos ejemplos son la enzima convertidora de angiotensina (6), el
angiotensindgeno (7), la sintasa de oxido nitrico (8,9), el péptido natriurético
auricular (10) y los genes de apolipoproteinas (11,12).

La funcién renal ain en su minima expresion es fundamental para la vida del
paciente. Diferentes estudios observacionales y de intervencion reportan que la
funcién renal residual tiene un efecto determinante como predictor independiente de
mortalidad (13,14).

Ademas de la preservacion de la funcion renal, la prevencion de dafo
cardiovascular es un factor critico en la atencion del paciente con IRC, ya que las
enfermedades cardiovasculares son la causa principal de morbilidad y mortalidad

en pacientes con IRC. El riesgo de muerte por esta razon es de 10 a 20 veces
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mayor que en la poblacién abierta, ain ajustada por edad, género, raza y presencia
de DM-2 (15,16).

El origen de la enfermedad cardiovascular (ECV) en la IRC es multiple, pero la
aterosclerosis acelerada parece ser el elemento comun (17). Los factores
tradicionales de riesgo cardiovascular tienen una importancia reconocida, tal es el
caso de las dislipidemias, la obesidad, el sedentarismo, la diabetes, la hipertension
arterial y el tabaquismo (15,16). A estos, se acumulan nuevos factores de riesgo,
llamados no tradicionales como el estrés oxidativo (18), la desnutricién (19), la
hiperhomocisteinemia (20), la inflamacion (21,22) y algunas infecciones especificas
como la causada por Chlamydia pneumoniae (23) que en el ultimos afios han
tomado mucha importancia en la ECV.

Algunos de estos factores de riesgo reconocidos recientemente, se han agrupado
en el denominado sindrome MIA (malnutrition, inflammation, atherosclerosis) por
estar estrechamente vinculados en su fisiopatologia (24,25). El punto central parece
ser la inflamacion (con o sin infeccion) que retroalimenta la desnutricion, genera y
potencia la aterosclerosis.

La mortalidad cardiovascular, la hipertension y el control del volumen extracelular
también estan intimamente ligados a la supervivencia del paciente. Es ampliamente
reconocido que la sobrecarga de liquido es el origen de la hipertension arterial en el
85 % de los pacientes IRC y que el control adecuado de la ingesta de sodio (26) y
del volumen extracelular hace innecesario el empleo de antihipertensivos (27). Se
sabe también que el control adecuado del volumen extracelular y por lo tanto de la
hipertension arterial previene la pérdida de la funcion renal residual y disminuye la

morbilidad y mortalidad cardiovascular (28-30).
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Las caracteristicas de la terapia sustitutiva de la funcion renal y las condiciones del
paciente pueden ser un obstaculo para el control del liquido. Una limitante es el
empleo de glucosa como agente osmotico en las soluciones de dialisis. Para que la
ultra filtracion sea efectiva, se requieren soluciones hiperténicas de glucosa que
pueden producir hiperglucemia, hiperinsulinemia y obesidad.

Por otra parte, la inflamacion se ha reconocido como uno de los estimulos para el
desarrollo de aterosclerosis y un factor de riesgo de muerte cardiovascular mas
importante que los marcadores tradicionalmente conocidos (21-25,34). La presencia
de liquido de didlisis y la presion intraperitoneal que ejerce, pueden ser fuente de
inflamacion. La expansion extracelular y la inflamacion estan a su vez intimamente
vinculadas. La hipervolemia se ha descrito como fuente de inflamacién (35) y esta
Gltima se ha asociado con una mayor permeabilidad peritoneal e incapacidad para
lograr una ultra filtracién atil por pérdidas del gradiente osmatico (36).

Por lo anterior, en relacion a la progresion del dafio renal, y mortalidad
cardiovascular, el proceso inflamatorio es de la mayor importancia. De los
reguladores de este proceso la IL-6 es un elemento clave. Esta molécula participa
en la fase aguda de inflamacion, junto con la IL-1, la proteina C reactiva (PCR), el
TNF-a y el TGF-B son los que mas se relacionan con la regulacion de la fibrosis en
la enfermedad renal (4). En modelos animales con mutaciones “knockout” la IL-6 en
la respuesta de fase aguda esta ausente (37), lo que no ocurre con mutaciones
similares en IL-1 o TNF-a (38,39). Por otra parte IL-6 esta sobreexpresada en IRC
(40). La IL-6 tiene influencia en la funcién de células endoteliales, en el proceso de

coagulacion y en la sensibilidad a la insulina, todos relacionados con aterogénesis.
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Experimentalmente, la IL-6 exacerba la aterosclerosis en ratones (41) y se le ha
encontrado en lesiones ateromatosas antiguas y en lesiones arteriales con
activacion de complemento (42,43). Estudios epidemiolégicos han demostrado la
asociacion entre la concentracion plasmatica de IL-6 y lesiones aterosclerosas en
carotidas y con isquemia e infarto del miocardio en pacientes no renales (44,45).
Dentro de la fibrosis que acompafa a varias enfermedades renales se relaciona el
incremento de la expresion de TGF-B1 y el factor activador de plasmindgeno 1
(PAF-1) (46). EI TGF-p1 estimula la sintesis de los componentes de la matriz
extracelular y bloguea su degradacion mediante la disminucion de la sintesis de
proteasas, que degradan la matriz y la estimulacion de la actividad de las proteasas
inhibidoras, como el PAF-1. También la angiotensina Il (All) induce la hipertrofia
celular relacionada con TGF-B1, aunque no se conoce la contribucion real de éste
en la fibrogénesis, pero si se conoce su efecto quimioatractivo para macréfagos y
fibroblastos que promueven la sintesis e inhiben la degradacion de colageno (47).
El TNFa es regulado por la IL-1 y la IL-6 y colabora en el proceso inflamatorio al
estimular la expresion de proteinas de adhesion, como el ICAM-1y el VCAM-1 (48).
Por otra parte los niveles de proteina C reactiva (PCR) puede ser factor de riesgo
predictivo independiente para la ECV (42).

La IL-6 se produce en los monocitos, linfocitos, fibroblastos, células endoteliales y
mesangiales (49). Se reportan concentraciones séricas y en orina de IL-6 elevadas
en pacientes con nefropatia diabética (50). Lo anterior parece tener al menos en
parte un componente genético ya que Investigaciones recientes han encontrado

polimorfismos genéticos que demuestran una asociacion con el desarrollo vy
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progresion de la nefropatia diabética. Entre ellos se encuentra el polimorfismo de la
region del promotor de la IL-6 (-174 G/C) que puede ser un factor que module la
fase aguda de inflamacién. La frecuencia del alelo C es de 0.4 con 16% de
homocigotos que pueden estar protegidos de ECV porque tienen aplanada la
respuesta de fase aguda de inflamacién. Ademas, estudios clinicos recientes
muestran la importancia de este polimorfismo en la presencia de lesiones
aterosclerosas carotideas en pacientes no renales (51,52). Por otro lado, otro
polimorfismo de la IL-6 el -634 C/G también de la IL-6 puede ser un factor de
susceptibilidad para la progresion de la nefropatia diabética (53).

La adiponectina es una proteina de 30 kDa producida por el adipocito con efectos
antiinflamatorios y antiaterogénicos y juega un papel protector en la lesién vascular
y en la respuesta inflamatoria endotelial (54), suprime la adhesion de monocitos a
células de aorta estimulada por TNFa, asi como la expresion de la molécula 1 de
adhesion de células vasculares (VCAM-1), la selectina E, y la molécula de adhesion
intercelular-1 (55). Pacientes con IRC tienen una disminucion en las
concentraciones de adiponectina comparados con aquellos sin dafio renal y con
obesidad (56-57) lo que puede traducirse como un factor de riesgo. Ademas, se han
encontrado polimorfismos genéticos que se asocian a niveles bajos de adiponectina
como es el polimorfismo -276 G/T en el intron 2 que afecta la concentracion
plasmatica de adiponectina (58) y que igualmente podria considerarse como un

factor de riesgo.
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VIIl. JUSTIFICACION

La IRC es una de las enfermedades que generan altos costos econdmicos Yy
sociales para cualquier sociedad, incluyendo las méas desarrolladas (59-61). En
México, la prevalencia de IRC es tan elevada como la de Estados Unidos o Japon,
que son las mas altas del mundo (62), aunque solo se atiende a uno de cada cinco
pacientes que lo requieren (63). Estudios en poblacibn mexicana residente en los
Estados Unidos han mostrado que este grupo étnico tiene mayor incidencia y
prevalencia de IRC (64), lo cual sugiere que existen factores genéticos
involucrados.

La prevalencia elevada de IRC en el pais, los costos que genera, la modalidad de
tratamiento predominante y la posible participaciéon de factores genéticos, hacen
necesario conocer los elementos fisiopatologicos relacionados con la morbilidad y

mortalidad, particularmente de origen cardiovascular en los pacientes con IRC.
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IX. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La IRC es la principal complicacion de las enfermedades cronicas degenerativas en
la que sobresale la DM-2 y la hipertension arterial. Una vez que la funcion renal cae
es necesario el tratamiento sustitutivo. La dialisis peritoneal continua ambulatoria
(DPCA) al menos en México es una de las terapéuticas sustitutivas mas utilizadas.
Para adecuar la prescripcion de la dialisis las medidas mas utilizadas son el Kt/V
renal o peritoneal, o la depuracion de creatinina. Las guias K/DOQI las cuales se
toman como base para la adecuacion de la didlisis parten del supuesto que las
depuraciones peritoneales de urea y creatinina son equivalentes a las depuraciones
renales. En realidad la funcion renal es mucho méas compleja por lo que el supuesto
anterior carece de base racional debido a que el rifidn no so6lo depura urea y
creatinina. Ademas no existe evidencia clinica de que un mayor volumen de liquido
de didlisis sea igual a mayor supervivencia 0 que represente ventajas clinicas. La
mortalidad en pacientes con insuficiencia renal crénica terminal (IRCT) es alta y es
atribuida principalmente a mortalidad cardiovascular. Por lo anterior se hace
necesaria la identificacion de otros factores involucrados que participen de manera
directa o indirecta en la alta mortalidad cardiovascular observada en pacientes con

pérdida de la funcion renal.

Por ello la pregunta a contestar es:
¢, Que papel desempefian algunos marcadores de inflamacién, nutricionales, y
genéticos en el desarrollo de la enfermedad cardiovascular en pacientes con

insuficiencia renal crénica?
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X. HIPOTESIS

La interaccion entre la susceptibilidad genética y estimulos externos que generan
inflamacion y desnutricion en los pacientes con insuficiencia renal cronica, se
asocian al desarrollo de enfermedad cardiovascular en pacientes con insuficiencia

renal crénica.
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XI. OBJETIVO

- Analizar si la presencia de factores genéticos relacionados con la inflamacion
y la desnutriciébn se asocian al desarrollo de enfermedad cardiovascular en

pacientes con insuficiencia renal cronica.

- Analizar si la inflamacion y la desnutricion se relacionan con la pérdida de la

reserva funcional renal en pacientes con insuficiencia renal crénica.
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Xll. MATERIAL Y METODOS

Disefo del Estudio

Se realiz6 un estudio epidemioldgico de corte transversal, de casos y controles.

Poblacion de estudio

Se estudiaron a 76 pacientes, ambos sexos, mayores de 20 afios, portadores de
DM-2 y/o hipertensién arterial, que acudian a la consulta externa de la Unidad de
Medicina Familiar No. 75, Unidad de Medicina Familiar No. 80, y/o servicio de
Nefrologia, Endocrinologia o Medicina Interna del Hospital General Regional No. 1,
(HGR 1), todos ellos pertenecientes al Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS).
De ellos, 22 tuvieron diagnéstico IRC en etapa V, sometidos a protocolo de
tratamiento de DPCA como tratamiento sustitutivo de la funcién renal; 31 pacientes
con IRC en etapa IV (predialisis) (casos) y 23 pacientes con diabetes mellitus tipo
2 y/o HTA sin evidencia clinica ni bioquimica de dafio renal (controles).del HGR No.
1 del IMSS de la ciudad de Morelia Michoacan, quienes participaron bajo los
siguientes criterios: pacientes de ambos sexos, con edad mayor de 20 afios, con
diagnésticos de DM-2 y/o e HTA segun los lineamientos de la Asociacion

Americana de Diabetes (65) y del INC- VII (66) respectivamente.

A cada uno de los pacientes se les elabor6 una hoja de registro en la que se incluy6
su identificacion, antecedentes heredo-familiares, personales patolégicos y no
patolégicos, exploracion fisica, tratamientos utilizados, reporte de resultados de las

pruebas fisicas y bioquimicas asi como las de genotipificacion (anexo 1).
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La distribucion de los pacientes se realizO6 en 3 grupos: en el prim
ero se incluyeron pacientes incidentes en dialisis peritoneal continua ambulatoria. El
segundo grupo se constituyo por pacientes con una tasa de filtracion glomerular de
menos de 20 mL/min. Para el grupo control fueron pacientes con DM-2 e HTA pero

sin dafo renal.

Todos los participantes dieron su autorizacion por escrito después de que se les

informara ampliamente sobre los objetivos del estudio (anexo 2).

El protocolo se presentd y se autorizé por el Comité Local de Investigacion del HGR
N° 1 del IMSS con numero de registro 2004.296.0035 y ante el Comité de
Evaluacion de la Division de Estudios de Posgrado de la Facultad de Ciencias
Médicas y Bioldgicas “Dr. Ignacio Chavez” de la Universidad Michoacana de San

Nicolas de Hidalgo.

Tamafo de la muestra

El tamafio de la muestra se calcul6 con base a la ecuacion de una proporcion
(tamafio de muestra para cada grupo), tomando un valor de p=0.5 con un margen

de tolerancia de 30% (D) y un poder estadistico del 80% [(Z1-q2 )?]

Se estima que el 80% de pacientes con insuficiencia renal crénica en didlisis

peritoneal continua ambulatoria tienen riesgo cardiovascular elevado.
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[(Z1a2 )] [P (1-P)]

Donde:

(Z1.a12 )* = Poder estadistico del 80% = 1.96

P = proporcién de pacientes con insuficiencia renal cronica en dialisis peritoneal

continua ambulatoria que tienen riesgo cardiovascular alto (.8).

D = Margen de tolerancia (.3).

N - (1.96)° (0.8 *1-0.8)

(0.3)?
N - 3.8416 (0.6)
0.09
N - 2.30496
0.09

N - 25.61 pacientes por grupo.

Variables estudiadas

VARIABLES DEMOGRAFICAS
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Edad en afios

Género (masculino, femenino)

VARIABLES CLINICAS

Peso (kg) y talla (m), medidos en una bascula con estadimetro marca Torino;
se calculé el indice de masa corporal (IMC) por el indice de Quetelet (peso /
(talla)?).

% de masa grasa, % de masa magra y agua en kilos, fueron obtenidos por
bioimpedancia eléctrica (Body Composition Analyzer TBF-215; TANITA).

La presion arterial sistélica (PAS) y la presion arterial diastolica (PAD)
medida en milimetros de mercurio (mmHg), la cual fue tomada con un
esfigmomandometro de mercurio (Mercurial Sphygmomanometer American
Diagnostic Corporation, USA) previamente calibrado, con el paciente sentado
en previo reposo de 5 minutos y por lo menos 30 minutos sin haber ingerido
bebidas con cafeina o haber fumado cigarrillo.

La masa del ventriculo izquierdo se midié con un ecocardiografo (SSA-380A)
con un transductor de 3.0 MHz acorde a las recomendaciones de la
Sociedad Americana de Ecocardiografia y se estimé por la formula de

Devereux y Reichek. (67.68)

VARIABLES BIOQUIMICAS

La Biometria hematica completa se cuantificé en un Analizador Hematolégico

Sysmex XE-2100 (Sysmex Corp, Kobe, Japan).
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Glucosa, creatinina (sérica y en orina), urea, acido durico, colesterol,
triglicéridos, c-HDL, c-LDL, albumina y PCR séricos se determinaron por un
sistema automatizado de Quimica Clinica con tecnologia de Quimica Seca

(equipo Vitros 950, Chemistry System. Johnson & Johnson, CA, USA).

VARIABLES DE INFLAMACION

La IL-6 humana y TNF-a humano se cuantificaron por un método
inmunomeétrico que se basa en la técnica de doble anticuerpo “sandwich”,
(ELISA), con estuches comerciales (Cayman Chemicals, Ann Arbor MI;
USA), (IL6: N° Cat. 583361; TNF-a: N° Cat. 589201). La adiponectina
humana se cuantific6 por ELISA con estuche comercial (Phoenix
Pharmaceuticals, INC. Belmont CA, USA) (N° Cat EK-ADI-01).

La PCR de alta sensibilidad se cuantificé por un sistema automatizado de
Quimica Clinica con tecnologia de Quimica Seca (equipo Vitros 950,

Chemistry System. Johnson & Johnson, CA, USA).

Las lecturas de la IL-6, TNF-a y adiponectina se realizaron en un lector de

Microelisa semiautomatico (Organon Teknika Stipreader Microelisa System), en el

Laboratorio de la Unidad de Investigacién en Epidemiologia Clinica del HGR No 1

del IMSS de Morelia, Michoacan.

VARIABLES GENOTIPICAS

-Polimorfismo de la IL-6 634 C/G
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-Polimorfismo de la adiponectina 45 G/T y 276 G/T.(69,70)

Procedimiento

A cada paciente se le dio cita 2 veces. En la primera cita se le realizé la historia
clinica completa, la bioimpedancia eléctrica y se obtuvo muestra de sangre venosa.
En la segunda visita se le realizd el ecocardiograma de acuerdo a las
recomendaciones de la Sociedad Americana de Ecocardiografia (Anexo 3). Para la
colecta de muestra se le indicé al paciente que asistiera con al menos 8 horas de
ayuno. La muestra de sangre venosa periférica (7 mL) se realizO en tubo
Vacutainer® con tapén rojo y 4 mL servidos en tubo Vacutainer® con EDTA (tapén
morado), utilizando en todos los procedimientos material estéril y desechable. El
tubo Vacutainer® con tapén rojo se centrifugd, se separé el suero, se sirvieron
alicuotas para las determinaciones bioquimicas que se realizaron inmediatamente
después de obtener el suero. El resto de las alicuotas se almacenaron a -20°C

hasta la cuantificacion de la IL-6, TNF-a. y adiponectina.

La sangre del tubo con EDTA de tap6én morado se conservl en temperatura entre 4
y 8°C hasta la extraccion del ADN de los leucocitos para la genotipificacion de los
polimorfismos de la IL-6 y la adiponectina mediante la reaccion en cadena de la

polimerasa.
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La genaotipificacion de los polimorfismos de la IL-6 y la adiponectina se realizo en el
Laboratorio de Biologia Molecular del Centro Multidisciplinario de Estudios en

Biotecnologia (CMEB) de la UMSNH.

Extraccion del ADN gendmico

El ADN se extrajo de los leucocitos de sangre periférica utilizando la técnica de la
lisozima. A continuacion se describen los pasos del protocolo para la extraccion del
ADN, a temperaturas de 37°C: en un tubo Eppendorff se colocaron 200uL de
sangre total homogeneizada, adicionando 200 uL de SDS al 1.6% y se mezclé por
inmersion, agregando 80 ul de lisozima (20 mg/mL); se dejé reposar por 20 minutos
a 37°C. Posteriormente se agregaron 290 ulL de acetato de amonio 7.5 M,
mezclandolos e incubandose por 5 minutos a 37°C. Se agreg6 770 uL de fenol se
mezclo y agitd durante 1 minuto. A continuacién se centrifugé por 10 minutos a
10000 revoluciones por minuto (rpm), recuperando el sobrenadante en un tubo
Eppendorff nuevo y se agregd 850 uL de alcohol etilico absoluto, nuevamente se
mezclé por inmersion y se dejé en reposo por 5 minutos en hielo, para continuar
centrifugando por 10 minutos a 10000 rpm. Se decanté el sobrenadante y se
procedio a lavar la pastilla, adicionando 250 uL de alcohol etilico al 70%
mezclandolos suavemente, se dren6 el exceso del alcohol y se dej6é secar la
pastilla en el concentrador, para finalmente resuspender la pastilla en 50 uL de

solucion para conservar el ADN.
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Para la revision de la integridad del ADN, se realizd por electroforesis en un gel de

agarosa al 0.6% tefiido con bromuro de etidio, visualizado por luz ultravioleta.

Reaccion en cadena de la polimerasa

Para la genotipificacion por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa se
utilizé ADN gendmico Y la secuencia de los oligonucleétidos para los polimorfismos
de la IL-6 y la adiponectina, utilizados previamente por otros investigadores (71). Se
prepararon a la dilucion deseada (10 pmol/uL) y se almacenaron a -20 °C hasta su

utilizacion.

El volumen final usado para la reaccién en cadena de la polimerasa fue de 20 uL, la
que estuvo compuesta por 100 ng de ADN gendmico, se utilizd 1 uL de cada
oligonucledtido, cloruro de magnesio 1.5 mM, 2 uL de buffer 10X y de dNTP’s (2.5
mM) y finalmente se agregé 1 U de Taq polimerasa y agua destilada desionizada

para alcanzar el volumen deseado.
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Oligonucledétidos utilizados para la reaccion en cadena de la polimerasa:
Interleucina-6 Directo 5 - GAGACGGCCTTGAAGTAACTG -3
Reverso 5°- AACCAAAGATGTTCTGAACTGA -3

Adiponectina

Polimorfismo 45 Directo 5 -TCCTTTGTAGGTCCCAACT -3
Reverso 5 - GCAGCAAAGCCAAAGTCTTG -3
Polimorfismo 276 Directo 5 - ACACTGATATAAACGCCATGAA -3

Reverso 5 - GCAGCAAAGCCAAAGTCTTG -3
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La amplificacion se realizé en el termociclador (GeneAmp® PCR System 2700

Applied Biosystems).

Condiciones para los ensayos de la PCR:

Interleucina-6

Adiponectina

45 276
Ciclos 30 40 40
Desnaturalizaciéon
Temperatura / Tiempo 94°- 1" 95°- 30° 95°- 30
Alineacién
Temperatura / Tiempo 50°- 30’ 56°- 30° 56°- 30
Extension
Temperatura / Tiempo 72°-1.30 72° -1 72° -1
Extension final
Temperatura / Tiempo 72° -7 72° -7 72° -7
Producto esperado
Pares de bases (pb) 180 503 168

Para la realizacion de la restriccion enzimatica se colocé en un tubo Eppendorff

nuevo 10 uL del producto obtenido de la reaccion en cadena de la polimerasa, se

afadio 2 uL de buffer, 10 U de la enzima de restriccion correspondiente para cada

polimorfismo y 7.5 uL de agua desionizada estéril para alcanzar una reaccion final

de 20 uL, incubandose por una hora a temperatura de 37°C.
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Enzimas de restriccion:

Enzima Genotipificacion
G/G 180 pb
Interleucina-6 BsrBI C/C  120/60 pb

Polimorfismo 45

Polimorfismo 276

(New England BioLabs Inc)

Adiponectina

BspHI

(New England BioLabs Inc)

Ball

(New England BioLabs Inc)

C/G  180/120/60 pb

G/G 503 pb

T/IT  375/128 pb

GIT  503/375 pb
T/IT 168 pb

GIG 147/21 pb

T/IG  168/147 pb

Una vez terminada la incubacién se realizé una electroforesis para la revision de los

polimorfismos en un gel de agarosa al 3% tefiido con bromuro de etidio, los

genotipos son nombrados de acuerdo a la presencia o ausencia de sitios de

restriccion de la enzima. Las imagenes fueron tomadas con un analizador de

imagen Eagle Eye Il (Stratagene).
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Analisis estadistico

Las variables nominales se reportan en frecuencias y porcentajes, mientras que las
variables continuas en medias + desviacion estandar (DE). Las diferencias de las
variables categoricas fueron analizadas por la prueba de chi-cuadrada o prueba
Exacta de Fisher cuando fue necesario. Las diferencias en las variables continuas
fueron analizadas por Andlisis de Varianza (ANOVA) seguido por la prueba de
Tukey como Pos-Hoc. El andlisis de regresion logistica multiple fue usado para
probar los efectos del polimorfismo del gene de la IL-6 y de la adiponectina con el
desarrollo de dafio renal controlado por los efectos confusores de la edad, sexo,
IMC y la presién arterial. La razon de momios (OR) con el intervalo de confianza del
95 % (IC 95%) comparando las frecuencias alélicas de los grupos de estudio fue
calculado. La correlacion de las variables se realizé con el coeficiente de correlacion
de Pearson. Se consider6 de significancia estadistica a un valor de p < 0.05. Todos
los calculos se realizaron con el paquete estadistico SPSS Ver. 10.0 para Windows,

Chicago, lllinois, USA.
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Xlll. RESULTADOS

Se estudiaron un total de 76 pacientes con diagnoéstico de DM-2 de los cuales 31
estuvieron en pre dialisis, 22 en didlisis y 23 fueron controles. La tabla |, muestra

las variables clinicas y bioquimicas de la poblacién estudiada.

Tabla I. Variables clinicas y bioquimicas de la poblacion estudiada.

Variable Predidlisis(n=31) Dialisis(n=22) Control (n=23)
Edad (afios) 61+8 577 50+8
Sexo (H/M) 12/19 8/14 6/17
Peso (kg)** 62 +12 62+8 72 +10
IMC (kg/m?)* 25.4+4.8 25.6 £ 4.2 29.1+5.2
PAS (mm/Hg) 141 +18 131 +21 128 £ 16
PAD (mm/Hg) 84 + 23 79+11 80+7
Glucosa (mg/dL) 148.4 £62.1 149.7 £ 94.8 189.9£75.1
Urea (mg/dL)*** 1119+ 46.6 132.5+69.4 36.2 +16.0
Creatinina (mg/DI)*** 35+19 84144 0.77 £0.18
DCr (ml/dL) 1.73 m%** 19.0+7.2 11.1+6.6 103.3+7.0
Acido Urico (mg/dL)** 9.1+5.9 8.0x35 51+1.2
Colesterol total (mg/dL) 191.8 £48.8 222.3+67.4 205.9+43.4
Triglicéridos (mg/dL) 194.4 + 85.6 250.7 £110.3 223.8+115.3
c-HDL (mg/dL) 51.7 +14.8 40.6 + 25.3 47.7+19.1
c-LDL (mg/dL) 101.3 + 48.7 122.5 + 38.4 116.4 + 45.1
Dx DM 2(afios) 18+7 18+5 15+5
MVI (g)*** 136.0 + 30.1 134.4 £ 36.0 88.8 + 13.8

IMC: indice de masa corporal; PAS: Presion arterial sistolica; PAD: Presion arterial diastélica; DCr:
Depuracion de creatinina en orina de 24 horas; c-HDL: lipoproteinas de alta densidad; c-LDL
lipoproteinas de baja densidad; Dx DM 2: Afios de diagndéstico de diabetes mellitus tipo 2; MVI: Masa
ventricular izquierda.

Prueba de ANOVA. Prueba de Tukey como Post Hoc.

* p< 0.05; ** p<0.01; ** p<0.0001
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La poblacion fue homogénea en la edad, el sexo, el tiempo de evoluciéon de la DM-
2, la presion arterial, la glucosa y los lipidos séricos entre los grupos de estudio

(pP=NS).

La tabla Il muestran las variables nutricionales y de inflamacion de la poblacion
estudiada. Los marcadores de desnutricion (masa grasa, hemoglobina, hematocrito,
linfocitos y albamina) fueron diferentes en los pacientes con IRC en pre didlisis y en
DPCA (p< 0.0001); los marcadores de inflamacion (IL-6, TNF-a, y proteina C
reactiva de alta sensibilidad [PCRhs]) fueron diferentes en los pacientes con dafio
renal en comparacion al grupo control.

Tabla Il. Variables nutricionales y de inflamacion de la poblacién estudiada.

Variable Predidlisis(n=31) Didlisis(n=22)  Control (n=23)
Masa grasa (kg)*** 16.2+7.8 14.3+7.8 259+9.2
Masa magra (kg) 46.3+8.6 48.2+7.6 46.2+7.2
Agua total (kg) 33.9+6.2 35.3+5.6 33.8+5.3
Agua intracelular (kg) 174+46 18.0+ 3.5 16.7 £ 3.2
Agua extracelular (kg) 17.0+£25 17.8+2.2 17.1+£2.1
Hemoglobina (g/dL)*** 11.7+21 10.2+1.1 14.4+1.3
Hematocrito (%)*** 355+6.1 29.7+6.3 43.3+3.6
Linfocitos (células)* 2044 + 751 1899 + 835 2568 + 632
Albumina (g/dL)** 3.9+0.7 3.5+0.7 43+04
IL-6 (ng/mL)* 9.8+10.5 9.7+6.6 3.2+3.8
TNF-o (ng/dL)* 12.3+11.6 9.4+5.9 56+29
Adiponectina (ng/mL) 6.1+14 6.2+1.8 64+15
PCRhs** 9.96 + 7.86 10.10 £ 8.13 2.85+2.21

IL-6: Interleucina 6; TNF-a: Factor de Necrosis Tumoral alfa; PCRhs: Proteina C Reactiva de alta

sensibilidad.

Prueba de ANOVA. Prueba de Tukey como Post Hoc.
* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.0001
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La tabla Ill muestra las frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo IL-6 634

C/G, adiponectina 45 G/T y adiponectina 276 G/T de la poblacion estudiada. Solo

se encontraron diferencias significativas en el grupo de pacientes con dafio renal en

predialisis y en didlisis en comparacion al grupo control (p<0.05).

Tabla Ill. Frecuencias genotipicas y alélicas de la poblacion estudiada

Predialisis Dialisis Control
n=31 n=22 n=23

IL-6-634 C/G

CI/C 8 (25.8) 4 (18.2) 9 (39.1)

G/G 2 (6.4) 1 (4.5) 4 (17.4)

CIG 21 (67.8)* 17 (77.3)* 10 (43.5)
Frecuencia alélica

C 37 (59.7) 25 (56.8) 28 (60.9)

G 25 (40.3) 19 (43.2) 18 (39.1)
Adiponectina 45 G/T

G/G 5 (16.1) 4(18.2) 0 ()

TIT 14 (45.2) 11 (50.0) 9 (39.1)

GIT 12 (38.7) 7 (31.8) 14 (60.9)
Frecuencia alélica

G 22 (35.5) 15 (34.1) 14 (30.4)

T 40 (64.5) 29 (65.9) 32 (69.6)
Adiponectina 276 G/T

G/G 20 (64.5) 12 (54.5) 11 (47.5)

T/T 6 (19.4) 2(9.1) 7 (30.4)

GIT 5 (16.1) 8 (36.4) 5 (21.7)
Frecuencia alélica

G 45 (72.6) 32 (72.7) 27 (58.7)

T 17 (27.4) 12 (27.3) 19 (41.3)

*p< 0.05, en comparacioén con el grupo control. Prueba de ANOVA. Prueba de Tukey como Post
Hoc. Entre paréntesis se muestran los porcentajes correspondientes.
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La tabla IV muestra las Odds Ratio ajustadas por edad, sexo, IMC y presion arterial
con el intervalo de confianza del 95%. Unicamente el polimorfismo C/G del gene
qgue codifica para la IL-6 se asocié con un incremento en la susceptibilidad de un
deterioro en la funcion renal en los pacientes con IRC en tratamiento sustitutivo de

la funcion renal con dialisis peritoneal (OR=1.77; 1C95% 1.05-2.98).

La figura 1 ilustra las imagenes representativas de los polimorfismos identificados
en los sujetos de estudio: 1A) representa el ADN gendmico; 1B) representa al
polimorfismo del gene que codifica para la IL-6, mientras que 1C y 1D) representan

loa polimorfismos del gene que codifica para la adiponectina.

La tabla V muestra las diversas correlaciones de las variables estudiadas. En ella
se observa una correlacion directa entre la masa del ventriculo izquierdo con la
urea, IL-6 y TNF-a asi como una correlacion inversa con la DCr, Hb, Ht, linfocitos,
albimina y porcentaje de masa grasa. Igualmente, se observa una correlacién
directa entre la DCr con el Hb, Ht, linfocitos, albumina y porcentaje de masa grasa

y una correlacion inversa con la IL-6, y el TNF-a.
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Tabla IV. Asociacién de dafio renal y polimorfismos ajustados por edad, sexo, IMC

y presion arterial.

Genotipo OR ajustada

Intervalo de confianza del 95%

Limite inferior

Limite superior

Pacientes en pre dialisis
IL-6-634 C/G
C/IG
C/C+GIG
Adiponectina 45 G/T
GIT
CIC+TIT
Adiponectina 276 G/T
GIT
CIC+TIT
Pacientes en diélisis
IL-6-634 C/G
CIG*
CIC+G/G
Adiponectina 45 G/T
GIT
CIC+TIT
Adiponectina 276 G/T
GIT
CIC+TIT

1.55
0.51

0.63
1.56

0.74

1.07

1.77

0.40

0.52
1.74

1.67
0.81

0.91
0.30

0.36
0.86

0.24

0.82

1.05

0.17

0.26
0.97

0.64
0.55

2.63
1.06

1.10
2.80

2.26

1.39

2.98

0.94

1.04
3.12

4.33
1.19

*p<0.05. Prueba de ANOVA. Prueba de Tukey como Post Hoc.
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1A:

Marcador —>
&N genoémico

1 2 3
1. Marcador 1 Kb; 2 y 3. muestra de pacientes de estudio

-503 pb
- 375 pb

-138 pb

Figura 1. Imagenes representativas de: 1A. Fotografia del gel donde se demuestra la integridad del
ADN geondmico aislado de dos pacientes del grupo de estudio. 1B. Figuras que ilustran el
polimorfismo del gene de la interleucina-6. La presencia de un banda de 180 pb indica homocigoto
G/G y la presencia de una banda de 120 pb indica C/C, mientras que los individuos que muestran las
bandas de 180, 120 y 60 pb son los heterocigotos C/G. 1C. Figura que representa el polimorfismo
del gene de la adiponectina 45. La presencia de 503 pb indica la presencia del genotipo homocigoto
G/G y los de 138 pb representan los T/T. Los heterocigotos muestran la presencia de las bandas de
203, 375 y 138 pb. 1D. llustracion del polimorfismo del gene de la adiponectina 276. La presencia
de la amplificacién de 168 pb indica el genotipo homocigoto T/T y los que muestran 147 pb son
genotipos G/G, mientras los que amplifican las dos bandas son sujetos heterocigotos G/T.
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Tabla V. Matriz de correlacion de Pearson de las variables estudiadas.

MVI Urea DCr Hb Ht Linfocito ~ Albamin  IL-6 TNF-a Adiponec
S a Tina
Urea .369**
DCr -.584** -.638**
Hb -.438** -.705** .683**
Ht -.435%* -.597** .644** 871
Linfocitos -.277* -.424** 410** 432 .382**
Alblimina -.316** - AT+ 436%* .548** .602** 467
IL-6 AT72%* .210 -.347** -.195 -.195 -.449** -174
TNF-a .269* .047 -.216 .024 -.020 -.007 -.030 .256*
Adiponectina -.013 -172 .209 .143 .072 297 -.078 -.057 .044
PCRhs -.374** .232* .580** -.059 -.038 -.217 .290* -.238* -.220 .288*

* p<0.05; ** p <0.01
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Finalmente, de la figura 2 a la 6 nos muestran imagenes de las correlaciones entre
la MV y los niveles séricos de albumina, IL-6, TNF-a, PCR alta sensibilidad y la DCr

en orina de 24 horas.

7.00 —

| r=-0.316, p<0.01 |

@)
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AlbUmina

4.00 —
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I I I I I
50.00 100.00 150.00 200.00 250.00

Masa Ventricular Izquierda Indizada (g/m2)

Figura 2. Correlacion entre la Masa Ventricular Izquierda y albumina, en
pacientes con IRC.
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Figura 3. Correlacion de la Masa Ventricular l1zquierda con IL-6, en pacientes con

IRC.
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Figura 4. Correlacion de la Masa Ventricular I1zquierda con TNF-a, en pacientes con

IRC.
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Figura 5. Correlacion de la Masa Ventricular Izquierda con la depuracion de

creatinina de 24 h, en pacientes con IRC.
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Figura 6. Correlacion de la Masa Ventricular Izquierda indizada con la PCRhs en
pacientes con IRC.
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XIV. DISCUSION

Los resultados del presente estudio sugieren que la desnutricion, la inflamacion, y
algunos componentes genéticos se relacionan con el desarrollo y progresion de la
nefropatia diabética y con el dafio cardiovascular, expresada por los niveles séricos
de hemoglobina (Hb), hematocrito (Ht), linfocitos, albumina y porcentaje de grasa
corporal como marcadores nutricionales, IL-6, TNF-a y PCRhs como marcadores
de inflamacién y el polimorfismo del gene de la IL-6, y adiponectina como
marcadores genéticos.

Como ya se conoce, la desnutricién, definida como una ingesta proteico calérico
insuficiente y caquexia, ocasionada por los defectos de asimilacion o utilizacién de
los alimentos en presencia de hipercatabolismo e inflamacion sistémica (74), es
comun en pacientes con insuficiencia renal, debido a varios factores asociados
como la anorexia relacionada con la retencion de toxinas urémicas, por la terapia
de reemplazo renal, inadecuacion de dialisis, ademéas de que per se, la terapia
causa pérdida de nutrientes, los factores psicolégicos, socioeconémicos Yy
enfermedades agregadas. Los resultados encontrados en este trabajo no difieren
de lo reportado en estudios previos (75,76) al encontrar niveles menores en las
concentraciones de Hb, Ht y linfocitos en la biometria hematica, niveles menores en
las concentraciones de albumina sérica y un contenido menor en el porcentaje de
grasa corporal en los pacientes con deterioro de la funcidn renal en comparacion a
los controles. Los mecanismos por los cuales el paciente renal desarrolla anemia,
puede ser secundaria a la disminucion de la masa renal con una produccion baja

secundaria de eritropoyetina por la consecuente disminucion de produccion de
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eritrocitos. La hipoalbuminemia, y la anemia son considerados como marcadores de
desnutricidbn y se asocian con un incremento de la mortalidad cardiovascular en
pacientes con insuficiencia renal con dialisis peritoneal (77). Por otro lado los
niveles séricos bajos de albumina es un fuerte predictor de mortalidad
cardiovascular en pacientes con dialisis peritoneal (78, 79). Asi, Koch et al, reportan
gue no solo el estado nutricional es predictor de enfermedad cardiovascular (80),
Struijk et al (81) también muestra que la albumina sérica refleja la presencia de
enfermedad sistémica en el paciente con didlisis. La inflamacion puede causar
hipoalbuminemia por varios mecanismos. Uno es por una supresion en la sintesis
de la albumina provocando la transferencia de la albumina del espacio vascular al
espacio extravascular (82) y otra por una ingesta escasa de proteinas; de esa
manera la inflamacion causa una disminucién secundaria en la concentracion de
albumina sérica (83).

La patogénesis de la inflamacion crénica sistémica en los pacientes con IRC se ha
asociado con el hipercatabolismo y pérdida de peso, el incremento sérico de la IL-6,
IL-1y el TNF-a, sugiriendo lo anterior que per se la IRC es un factor contribuyente a
la inflamacion (84). La IL-6 es una citocina pleiotrépica involucrada en la regulacién
de la respuesta inmune, incluyendo la fase aguda de la inflamacion y la
hematopoyesis. También algunos estudios muestran que otro reactante de fase
aguda de la inflamacion como la PCR es asociado fuertemente con morbi-
mortalidad cardiovascular (85,86). Hay estudios que refieren que la elevacion en los
niveles séricos de IL- 6 puede ser un marcador mas confiable para morbilidad y

mortalidad cardiovascular en esta poblacién (87,88). En nuestro estudio, nosotros
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documentamos niveles séricos elevados de la IL-6 y la PCRhs en los pacientes con
IRC en pre dialisis y en DPCA como terapia sustitutiva de la funcion renal. Estudios
previos han reportado elevaciones seéricas de la PCRhs en los pacientes con
insuficiencia renal con y sin terapia sustitutiva. (89). Los niveles séricos de PCRhs
refleja la generacion de citocinas pro-inflamatorias como la IL-6 y el TNF-a; de igual
manera, se han reportado aumentados en pacientes con insuficiencia renal (90,91).
Concentraciones altas de estas citocinas pueden causar pérdida de musculo por
estimulacién del catabolismo de las proteinas via ubiquitin-proteosoma, reduciendo
de esa manera la sintesis de albumina e inhibiendo el apetito (92). La inflamacion
ocasiona el bajo gasto energético que sugiere puede ser un factor contribuyente
para la desnutricion en pacientes con insuficiencia renal.

Por otro lado el estrés oxidativo, el cual ocurre por excesiva produccién de
radicales libres o bajos niveles de antioxidantes, son co-factores importantes para el
desarrollo de la disfuncion endotelial y la aterogénesis (93). En recientes estudios
la inflamacién se ha asociado con incremento de estrés oxidativo y los productos de
oxidacion avanzada se asocian con la activacion de monocitos en pacientes con
insuficiencia renal (94). Por otro lado se especula que el incremento de estrés
oxidativo contribuye a la alta prevalencia de ECV en pacientes desnutridos con
insuficiencia renal. ElI plasma contiene gran variedad de bio-moléculas anti-
oxidantes y la albumina sérica puede actuar como el principal anti oxidante
plasmatico (95). Este es otro mecanismo por el cual el paciente renal tiene
incrementado el estrés oxidativo por cursar frecuentemente con hipoalbuminemia.

Ademas, los niveles séricos bajos de albumina con desnutriciéon y/o inflamacién
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puede incrementar la aterogénesis por elevacion de estrés oxidativo que también
acelera la afectacion de la funcion endotelial (96).

La ateroesclerosis es relacionada con la disfuncién endotelial y la reduccion de la
bio-disponibilidad del oxido nitrico (97). Otros estudios sugieren que los niveles
bajos de albumina y disfuncion endotelial pueden ser secundarios a otros factores
tal como es la inflamacion. Sin embargo el incremento de la PCR es asociada con
disfuncion endotelial en pacientes con diabetes (98). En conjunto, la disponibilidad
de evidencias sugiere que la inflamacién asociada a la disfuncion endotelial puede
acelerar la ateroesclerosis.

La gran parte de la morbilidad y mortalidad en los pacientes con insuficiencia renal
cronica es de origen cardiovascular. Los factores de riesgo tradicionales y los no
tradicionales, como la desnutricion, inflamacién, anemia y sobrecargas de volumen,
ateroesclerosis e hipertrofia ventricular juntos son grandes predictores de muerte en
estos pacientes. Los efectos de la desnutricion y la inflamacion son factores
importantes para el desarrollo de ateroesclerosis e hipertrofia ventricular izquierda
en los pacientes con IRC. La hipoxia cronica tisular en esta poblacién conduce al
aumento de gasto cardiaco para garantizar las demandas metabdlicas del
organismo. La hipertrofia ventricular izquierda es uno de los factores relacionados
con la mortalidad (99,100) y la prevalencia de la enfermedad es aproximadamente
del 70 % en estos pacientes y el riesgo de morir por esta causa es 20 veces
superior que en la poblacion general (101). La hipertrofia ventricular en los
pacientes con IRC de nuestro estudio también fue significativa y se ha descrito que
la prevalencia de la hipertrofia ventricular izquierda esta relacionada al grado de

insuficiencia renal (102). Nuestro estudio muestra resultados importantes ya que la
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HVI fue muy evidente y se asociéo de una manera directa con el deterioro de la
funcion renal.

Otros factores de riesgo para ECV comunes en pacientes con dafio renal son los
genéticos. Los polimorfismos tienen influencia significativa en la respuesta inmune
como la inflamacién. Dentro de los polimorfismos estudiados en estos pacientes se
encuentra los de la IL- 6, que se asocia con niveles séricos elevados en pacientes
con dialisis (103). EI polimorfismo de la IL-6 174 G/C, se ha encontrado en
enfermedades de la arteria coronarias en hombres con presion alta (104,105) y en
pacientes con hipertrofia ventricular izquierda en pacientes con dialisis (106). El
polimorfismo de la IL-6 634 C/G se encuentra presente en pacientes con nefropatia
diabética. Nosotros encontramos gue los pacientes con deterioro de la funcioén renal
atribuido a la diabetes mellitus en pre dialisis y en DPCA, el polimorfismo 634 C/G
de la IL-6 se asoci6é con la progresion de la nefropatia diabética y dafio
cardiovascular. Niveles bajos de la adiponectina se han relacionado con ECV (107).
En nuestro estudio no encontramos ninguna asociacion entre los niveles de
adiponectina ni el polimorfismo del gene que codifica para esta adipocitocina.
Nosotros no tenemos una explicacién clara para estos resultados. Una posible
explicacion es que existan diferencias raciales. Otra explicacidon puede ser al
porcentaje de grasa que estos pacientes tienen lo cual es poco probable ya que
todos los pacientes tuvieron niveles séricos bajos de adiponectina
independientemente de su contenido de grasa corporal. Esto sugiere que existen
mecanismos endogenos adicionales de control de esta adipocitocina y que pueden
estar relacionados de manera directa con la diabetes mellitus y/o con la resistencia

a la insulina o con otras adipocitocinas (108, 109).
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La funcion renal que mantienen los pacientes con ERC una vez que son incluidos
en el programa de dialisis se denomina FRR y tiene una gran importancia practica.
Su persistencia en todos los aspectos, depurativa, endocrina y control del medio
interno, contribuye de manera decisiva en el manejo del paciente en dialisis (110).
Ademas, existen datos que muestran como la FRR repercute en algunos de los
factores prondsticos de estos pacientes como son la anemia y el estado nutricional
(111). Los resultados de nuestro estudio de una manera indirecta sugieren que la
inflamacion y la desnutricibn se asocian con el deterioro de la funcion renal al
encontrar una relacion directa entre estos marcadores y la caida de la tasa de
filtracion glomerular; sin embargo, por ser un estudio de corte transversal no
podemos establecer una asociacidon causal. Este hecho tiene trascendencia debido
a que en México cerca del 80% de los pacientes con IRCT se encuentran en
programa de dialisis peritoneal en cualquiera de sus modalidades, hemodidlisis,
didlisis peritoneal automatizada y DPCA. La FRR tiende a disminuir hasta
desaparecer con el tiempo, siendo la pendiente de este descenso muy variable de
unos pacientes a otros. Indiscutiblemente, la FRR va a influir en la necesidad de
didlisis del paciente. Este hecho esta bien establecido en dialisis peritoneal, en la
gue la prescripcion del numero y volumen de intercambios viene determinada por la
capacidad del peritoneo para el transporte de solutos (112), la masa corporal del
paciente y la persistencia de la FRR, resaltando la importancia de esta ultima a la
hora de alcanzar el KT/V de urea deseado (113). En esta técnica, la pérdida de la
FRR conlleva, con frecuencia, la necesidad de transferir al paciente a HD. La FRR
al ser continua consigue no solo una mayor eliminacion de solutos que la

hemodidlisis intermitente convencional, sino también y teniendo en cuenta las
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caracteristicas de filtracion de la membrana glomerular, una eliminacion mas
elevada de sustancias toxicas de alto peso molecular (114).

Nuestro estudio tiene algunas limitaciones. Una limitacion es no haber cuantificado
otros marcadores de desnutricion como es la pre-albumina y la transferrina que se
conoce son marcadores de desnutricion (115). Otra limitacion de este estudio es no
haber cuantificado los niveles séricos de las enzimas pro y antioxidantes. Las
mismas deberan ser motivo de andlisis en otros estudios. Finalmente, con nuestro
estudio solo podemos inferir pero no establecer causalidad, que la desnutricion y la
inflamacion se relacionan con la pérdida de la FRR. Sin embargo, diversos factores
han sido implicados en la evolucion de la FRR. Algunos de ellos relacionados al
paciente y otros a la técnica de didlisis. En primer lugar, influye la patologia renal de
base. Existen evidencias que los pacientes que entran a didlisis por una patologia
glomerular crénica como es el caso de nuestros pacientes, pierden mas
rapidamente su funcion renal residual (116,117). La HTA es otro factor de riesgo
gue influye en la progresion de la insuficiencia renal y su control es fundamental en
el retrazo de dicha progresion (118). Relacionado a la técnica de dialisis, algunos
estudios reportan que la didlisis peritoneal tiene una pérdida menor de la FRR que
la hemodidlisis (119). Los cambios bruscos en la volemia que se producen en
hemodialisis y no en la DPCA podrian explicar este hecho. Una explicacion para
relacionar una asociacion de la pérdida de la FRR en nuestros pacientes con la
desnutricion y la inflamacion es la siguiente. Por un lado se conoce que el liquido
peritoneal y la desnutricion son potentes estimulos para la produccion de citocinas
inflamatorias lo que explicaria al menos en parte esta asociacion en los pacientes

en DPCA y en pre didlisis (119). También hay estudios que ponen de manifiesto la
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existencia de sesgos metodologicos en algunos trabajos que comparan la
persistencia de FRR en los pacientes en hemodialisis vs dialisis peritoneal (120).
Finalmente otro factor importante implicado en la pérdida de la FRR es el uso

inadecuado de farmacos y otros agentes nefrotoxicos.
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XV. CONCLUSIONES

En conclusion, nuestros resultados sugieren que la desnutricion, la inflamacién y el
polimorfismo del gene de la IL-6 se relacionan con el desarrollo de enfermedad
cardiovascular en los pacientes con insuficiencia renal crénica en pre dialisis y en
dialisis peritoneal. Se necesita la planeacion de estudios adicionales para valorar

causalidad y relacion con la uremia.
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XVI. SUGERENCIAS

Este estudio hace evidente que los factores de riesgo no tradicionales como la
inflamacion, la desnutricion y la genética se relacionan con la pérdida de la funcién
renal en pacientes con alto riesgo.

Sin embargo, también hace evidente un componente clinico, epidemiolégico y social
que debemos tomar en consideracién. Aunque no sea posible impedir la pérdida de
la FRR estamos obligados, al menos, intentar retrasarla. Por ello, debemos actuar
sobre todos aquellos factores que sean modificables desde dos puntos de vista
distintos:

1. Los encaminados a evitar, o al menos retardar, la etapa clinica de las
enfermedades cronicas que se relacionan con el dafio renal como es la DM-2 y la
HTA. Ambas patologias en sus etapas pre-clinicas tienen muchos factores de
riesgo que son modificables y por lo tanto susceptibles de actuar sobre ellos. Una
vez que estas patologias ya llegan a su etapa clinica es imperativo un control
metabdlico adecuado y un control de las cifras de presién arterial. En las etapas
iniciales de la nefropatia es susceptible de regresién o al menos estabilizacion del
dafo renal.

2. Los otros, son los relacionados a preservar la FRR una vez ya establecido
estadios avanzados de dafo renal. Resulta curioso el hecho de que, con
frecuencia, todos los esfuerzos que se realizan en el paciente con IRC con objeto
de prevenir o retardar la progresion del dafio renal, dejan de tener importancia una
vez que éste ingresa en un programa de dialisis. Nada mas erréneo. Debemos de

concientizar al paciente de la importancia de controlar la ingesta, fundamentalmente
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de liquidos y de sal. Un ajuste adecuado de peso seco, evitando las grandes
ultrafiltraciones, proceso dificil pues paralelamente se debe controlar la hipertension
que es frecuente en esta poblacion y que frecuentemente obliga a disminuir el
volumen extracelular del enfermo para mantener su peso seco al realizar grandes
ultrafiltraciones. Controlar el estado inflamatorio crénico de estos pacientes
mediante tratamiento farmacolégico o bien utilizando material biocompatible en
hemodialisis refiriéndonos con esto no solo al uso de una determinada membrana
de didlisis, sino también al uso de un liquido de dialisis con el menor contenido
posible de endotoxinas. Finalmente, debemos evitar la prescripcidon de farmacos

nefrotdéxicos y cuando sean necesarios ajustarlos a la funcién renal residual.
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XVII. PERSPECTIVAS

Una perspectiva interesante es la evaluacion de la expresion de genes relacionados
con aterosclerosis y desarrollo de cardiopatia y la exploracion de tratamientos
farmacoldgicos que modifiquen su expresion. Deberd estudiarse igualmente los
efectos clinicos y bioquimicos que se obtengan con la modificacion de la
desnutricién, inflamacion y el estrés oxidativo sobre la morbimortalidad

cardiovascular y la preservacion de la FRR en esta poblacion.
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XIX. ANEXOS
1.
INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE HIDALGO
UNIDAD DE INVESTIGACION EN EPIDEMIOLOGIA CLINICA
“EVALUACION DEL RIESGO CARDIOVASCULAR POR MARCADORES NO
TRADICIONALES EN PACIENTES CON INSUFICIENCIA RENAL CRONICA “

Fecha: NUmero:

Nombre: Afiliacion.
Domicilio.

Edad. Sexo. Edo. Civil. Ocupacion.

Antecedentes:

DM2: HAS: Cardiopatia:
EVC: Otro:

Tabaquismo:

Diagnosticos:

1.- 2.-
3.- 4.-
5. 6.-

Tratamientos:

TAS: TAD: Dep. Creat: DPCA:
Inicio:

EVALUACION NUTRICIONAL SUBJETIVA

1. Cambio e peso corporal. Perdida en los ultimos 6 meses PPUM: kg

En las dos ultimas semanas: Aumenta: Ninguno:
Disminuye:
2.- cambio en la dieta previo al hospital. Sin cambio. Con cambio.
duracion. Semanas.

Tipo de dieta. Sélida parcial Lig. total. Lig. hipocaldrica.
Ayuno.
3.- Sintomas gastrointestinales (>2semanas). Nada. Nausea. Vomito.

Diarrea. Anorexia.
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4.- capacidad funcional. Normal. Disfuncién Tiempo.
Semana

Disminucion el trabajo: Habitual. Ambulatorio. En cama.
5. Requerimientos metabdlicos en relacion al stress: No. Bajo.
Moderado. Alto.

6.- Examen fisico O=normal, 1l+=leve, 2+=moderado, 3+= grave) perdida
subcutéanea (triceps,torax)PGSC. Atrofia muscular (cuadriceps, deltoides)

Edema: Tobillos Sacro. Ascitis.

BIEN NUTRIDO. DESN.MODERADA. DESN. GRAVE.

IMPEDANCIA BIOLECTRICA:

BMI. Impedancia Masa grasa Masa magra
Agua total A. Intracel: A. Extracel:
Antropometria:

Talla: Peso habitual: Peso actual: Peso ideal: IMC:

LABORATORIO:

Hb: Ht: Linfocitos: Glucosa Urea
Creatinina: Colesterol Triglicéridos HDL LDL
Ac. Urico

Pre-albumina Albdumina Transferrina
PCR

IL-1 IL 6 Adiponectina TNF alfa

POLIMORFISMO:
INTERLEUCINA 6 ADIPONECTINA

OBSERVACIONES:
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Anexo 2.

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE HIDALGO
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
PARA PARTICIPACION VOLUNTARIA EN PROYECTO DE INVESTIGACION

Por medio de la presente Yo
declaro libre y voluntariamente que acepto participar en el estudio EVALUACION
DEL RIESGO CARDIOVASCULAR POR MARCADORES NO TRADICIONALES
EN PACIENTES CON INSUFICIENCIA RENAL CRONICA “ que se realizara en
el H.G.R No. 1 del IMSS, y ha sido aprobado y registrado por el Comité Local de
Investigacion, con numero de registro 2004.296.0035.

Cuyo objetivo consiste en identificar en forma oportuna marcadores de riesgo
inflamatorios y genéticos para el desarrollo de la nefropatia diabética y su
participacion en la enfermedad cardiovascular en pacientes diabéticos tipo 2 con
insuficiencia renal crénica en pre y didlisis peritoneal.

Estoy consciente y se me ha explicado que mi participacién en el estudio consiste
en acudir a la unidad a las 7.30hrs en ayunas y que se me realizard una prueba de
equilibrio peritoneal, la que consiste en la colocacién en cavidad peritoneal de
2000ml de solucién al 2.5% (en paciente seleccionado) que permanecera en
cavidad por 4 horas, seguido de una toma de muestra del liquido dializado y una
sanguinea, las que son necesarios para lograr el objetivo mencionado y que los
riesgos a mi persona son minimos, tales como dolor en sitio de puncién y
hematomas.

Es de mi conocimiento que seré libre de retirarme del presente estudio en el
momento que yo asi lo desee y que la atencidn que recibo en esta instituciéon no
se vera afectada por mi decision.

Nombre Firma
Testigos

Nombre Firma
Nombre Firma

Morelia, Michoacan., a de del 2005.
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Anexo 3.

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE HIDALGO
“ EVALUACION DEL RIESGO CARDIOVASCULAR POR MARCADORES NO
TRADICIONALES EN PACIENTES CON INSUFICIENCIA RENAL CRONICA”

Nombre:
No. Expediente: Peso: Talla:
Fecha:

CARDIOLOGY M MODE

R/L  VENTRICLE:

LV Dias Vol cubed (mL): LV sys Vol cube (mL):
FS(%):

Fracc. IVS thick (%): IVS/LVPW: Sv(mL):
(mL/m2):

LV mass(g): LV Mass Index(g/m?):
IVS(D)(cm):

LVPW/(cm): IVS(s): LVD(s)(cm):

MV INFLOW:

Peak E Vel (ms): Peak A Vel (cm/s): E/A:

(ms):

OBSERVACIONES:

ELECTROCARDIOGRAMA

FC: Ritmo: Eje: PR:
QRS:

indice de Sokolow:

SV1 + RV5: Svl + RV6:
Indice de Lewis:

R1+S3: R3+S1:
Criterios de Cornell:

R en aVL + SV3:

OBSERVACIONES:
RADIOGRAFIA DE TORAX:

Indice cardiotoracico:
OBSERVACIONES:

Afiliacion:
Fecha de nac:

EF (%):
SV index

RVD(D)(cm):

Decel Time

QT:






