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1. RESUMEN

RENALASA SERICA Y ALFA AMILASA SALIVAL EN PACIENTES CON DIABETES MELLITUS TIPO 2

México ocupa el sexto lugar mundial de Diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Renalasa (RNLS) es una
hormona de reciente descubrimiento, metaboliza las catecolaminas circulantes. Alfa amilasa salival
(sAA), se relaciona con la digestion de los carbohidratos; ambas han sido propuestas como
marcadores de la actividad simpatica.

El objetivo del trabajo fue evaluar las concentraciones de RNLS sérica, SAA y catecolaminas en
pacientes con DM2 en comparacién con otros tres grupos.

En un estudio prospectivo, transversal, comparativo y clinico se analizaron a 163 individuos,
agrupados en 4 grupos. Grupo 1: 14 sujetos sanos aparentemente (95); Grupo 2: 43 con
componentes del Sindrome metabdlico (SM), (26%); Grupo 3: 93 pacientes con DM2 (57%);y Grupo
4: 13 (8%) con nefropatia diabética en hemodidlisis. Todos los resultados fueron comparados con el
grupo 1. El andlisis estadistico se llevd a cabo mediante pruebas de tendencia central y dispersion,
correlacion de Pearson para establecer asociacion y riesgo; ANOVA para determinar diferencia entre
las medias al comparar mas de tres grupos. Se consideré a p como significativa con un valor menos
a 0.05. Los pacientes con ERCT tuvieron concentraciones mayores de Catecolaminas en relacion a
los otros grupos. Renalasa fue menor en los pacientes con ERCT y controles sanos. ([1=9.2 £ 2.7
DE vs 10.4 *+ 2.4 respectivamente). Hubo una correlacién positiva entre catecolaminas y afios de
evolucion de DM2 y negativa entre renalasa y presion arterial. Se observé una tendencia al aumento
en las concentraciones de sAA en los pacientes con ERCT. Se evidencié una correlaciéon inversa
entre renalasa sérica y presion arterial, urea, creatinina en suero y catecolaminas plasméaticas; asi
como una correlacion positiva entre la frecuencia cardiaca (FC) y la Tasa de Filtracion Glomerular
(TFG); sAA mostré una correlacion inversa solo con la TFG y una positiva con la presién arterial, los
afos de diagndstico de DM2, urea y creatinina en suero y con las concentraciones de catecolaminas
en plasma. Nuestros resultados sugieren una posible asociacion entre la actividad simpatica y DM2;
hiperactividad del Sistema Nervioso Simpatico en los pacientes con ERCT y valores mayores en
renalasa que en los grupos poblacionales estudiados por otros autores. Lo anterior sugiere diferencias

metodoldgicas y probablemente un estado de Resistencia a renalasa.

Palabras clave: Renalasa / Alfa amilasa salival / Diabetes mellitus 2

Libertad Escudero Hernandez
Maestria en Ciencias de la Salud
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2. ABSTRACT

SERUM RENALASE AND SALIVARY ALPHA AMYLASE IN PATIENTS WITH DIABETES MELLITUS TYPE 2

México holds the sixth place worldwide in Diabetes Mellitus type 2. Renalase (RNLS) is a hormone of
recent discovery, it metabolizes the circulating catecholamines. Salivary alpha amylase is related to
the carbohydrate digestion; both have been proposed as sympathetic activity markers.

The target of this work was to evaluate the RNLS serum concentration, sAA and catecholamines in
patients with DM2 compared with three other groups.

In a prospective, transversal, comparative and clinical screening, 163 individuals were analyzed,
arranged in three groups. Group 1: 14 apparently healthy individuals (95); Group 2: 43 with
metabolic syndrome (MS) components (26%); Group 3: 93 patients with DM2 (57%) and Group 4:
13 (8%) with diabetic nephropathy in hemodialysis. All the results were compared with group 1.
The statistical analyses were made through central tendency and dispersion tests, Pearson
correlation in order to establish association and risk; ANOVA to determinate the difference between
the means when comparing more than three groups. With a lower value than 0.05, p was considered
as significant. The patient with chronic kidney disease (CKD) has higher catecholamine concentrations
compared to the other groups. Renalase was lower in patients with CKD and healthy controls (X =
9.2+2.7 DEvs 10.4 + 2.4 respectively). There was a positive correlation between catecholamines and
the evolution years of DM2 and there was a negative correlation between renalase and arterial
pressure. A tendency to increase the sAA concentration was observed in patients with CKD. An
inverse correlation between serum renalase and arterial pressure, urea, serum creatinine and
plasmatic catecholamines; as well as positive correlation between heart rate and the glomerular
filtration rate (GFR). A reverse correlation with GFR and positive correlation with arterial pressure,
years of DM2 diagnosis, urea and creatinine were shown. Our results suggest a possible association
between sympathetic activity and DM2; sympathetic nervous system hyperactivity in patients with
CKD and higher renalase values than in the population groups studied by other authors. The previous
suggest methodology differences and probably a renalase resistance state.

Key words: Renalase / Salivary alpha amylase / Diabetes Mellitus 2
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1. ANTECEDENTES:

Diabetes mellitus tipo 2:

Diabetes mellitus (DM) es un desorden metabdlico de etiologia multiple, caracterizado
por hiperglucemia cronica con disturbios en el metabolismo de los carbohidratos,
grasas y proteinas que traduce defectos en la secrecion y/o en la accion de la insulina.

La condiciéon bioquimica esta dada por una concentracion alta de glucosa en sangre.
Practicamente en forma simultanea se desarrollaron los nuevos criterios para el
diagnostico y clasificacion de la Diabetes mellitus. Expertos de la Asociacion
Americana de Diabetes (ADA) y de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
basaron la clasificacion de esta enfermedad en su etiologia y caracteristicas

fisiopatolégicas. Asi, se contemplan cuatro grupos:

Diabetes mellitus tipo 1 (DM1)
Diabetes mellitus tipo 2 (DM2)

Otros tipos especificos de diabetes

0N PE

Diabetes gestacional (DMG)

La prevalencia creciente de DM a nivel mundial es alarmante, asi en 2011
aproximadamente 360 millones de personas tenian DM y de ellas, méas del 95 %
corresponderia a DM2. Se calcula que este nimero va a aumentar hasta 552 millones

en el afio 2030 y la mitad de ellos desconoceran su diagnéstico. *

La DM2 se desarrolla después de un largo periodo de Resistencia a la insulina (RI)
euglucémica que progresa. La OMS recomienda usar la glucohemoglobina como el
test diagnéstico de la DM, aunque existe cierta preocupacién en cuanto a su

sensibilidad para predecir DM y los valores de Hemoglobina glucosilada (HbA1c)
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<6.5% no excluyen la DM que puede detectarse mediante la determinacion de

glucosa plasmatica en ayuno. !

Los criterios diagnosticos adoptados por la OMS y la ADA para valores de
hiperglucemia intermedios son similares para la Intolerancia a la glucosa (IG) pero
difieren en la Glucosa alterada en Ayuno (GAA). El umbral méas bajo de la ADA para
la GAA es de 101 mg/dL mientras que la OMS recomienda el punto de corte original
de 110 mg/dL.?2

La ADA recomienda mantener valores de glucosa en ayuno entre 80 y 130 mg/dL y
no como en el pasado, de 70-130 mg/dL, para reflejar control de la enfermedad;
también recomienda mantener una presion diastdlica de 80 vs 90 mmHg en personas
con diabetes e hipertension. Se debe iniciar tratamiento con estatinas en el momento

del diagnéstico de DM2 independientemente de los valores de c-LDL. !

Cerca del 70 % de la mortalidad en pacientes con diabetes es secundaria a la
coexistencia de enfermedad cardiovascular.® Ademas, la hipertensién es el principal
factor de riesgo para presentar enfermedad cardiovascular, incluida enfermedad
coronaria y Enfermedad Vascular Cerebral (EVC). 4 La hipertension arterial es una
comorbilidad comdn en pacientes con Diabetes mellitus tipo 2 y un factor de riesgo

mayor para el desarrollo de complicaciones macro y micro vasculares. 58

La relacion entre diabetes e hipertension no ha sido dilucidada por completo. La
manifestacion y severidad de hipertensibn depende de la combinacién de
predisposicion inherente y factores ambientales. La identificacion de factores de riesgo
para el desarrollo de hipertensién es esencial para la prediccién de enfermedad
cardiovascular y/o diabetes. Un estudio realizado en poblacién polaca recluté un total
de 1422 sujetos agrupados como sigue: 892 con DM2, 400 controlesy 130 con EVC
sin DM2, mismos que fueron tipificados con tres Polimorfismos de un solo nucleétido

o “snips” (SNP) del gen de renalasa. Se encontro que el “Snip” o SNP rs2296545 del
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alelo G, se asociaba con hipertension (p < 0.01) lo que concluye que este
polimorfismo se asocia con hipertension en pacientes con DM2. Adicionalmente se
encontré una fuerte asociacion del polimorfismo rs10887800 con EVC en pacientes
cony sin DM2. Este es el primer articulo publicado que asocia el gen de renalasa con
hipertension y EVC en poblacién europea y demuestra asociacion de hipertension en
pacientes con DM2 mediante el polimorfismo rs 2296545. °

La DM2 y la ECV se desarrollan en paralelo a ciertas anomalias metabdlicas que
reflejan y causan cambios en la vasculatura. La asociacion observada entre riesgo
vascular y RI, a menudo denominada Sindrome metabdlico (SM), ha llevado a pensar
gue el riesgo cardiovascular aparece precozmente, antes de que se desarrolle DM2,
mientras que la relacion estrecha entre hiperglucemia y enfermedad micro vascular
(retinopatia, nefropatia, neuropatia) indica que este riesgo no se vuelve aparente
hasta que aparece hiperglucemia franca. Uno de los problemas al momento de
diagnosticar DM2 es la ausencia de un Unico marcador biol6gico —aparte de la glucosa
plasmatica posprandial- que pueda diferenciar la Glucosa alterada en ayuno (GAA),

IG o la DM2 del metabolismo normal de la glucosa. !
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DIABETIMSS, programa de atencién al paciente diabético:

El Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) disefidé y puso en marcha en el afio
2008 un programa dirigido a los pacientes con diagnostico de Diabetes mellitus, con
la finalidad de otorgar atencion eficiente e integral y alcanzar el control metabdlico, asi
como identificar tempranamente o prevenir las complicaciones cronicas; de igual

manera, otorgar tratamiento oportuno a sus derechohabientes. 1°

Por otra parte, la evidencia cientifica explica que se puede prevenir la diabetes con
medidas llamadas de “cambio de estilo de vida” o con medicamentos. La primera es
dos veces mas eficaz que los farmacos (58%); ademas, los efectos del cambio de
estilo de vida que incluyan educacion nutricional y practica de actividad fisica suelen
mantenerse a largo plazo y a pesar de tener apego parcial se observan efectos

favorables. 11

Con el programa DiabetIMSS se organiza la atencién médica en procesos centrados
en las necesidades y los valores de los pacientes, se fomenta el trabajo en equipo y
se faculta al personal operativo para la toma de decisiones coordinadas entre cada
uno de los integrantes, incluido el paciente. De esta manera se llevan a cabo
actividades simultaneas para los pacientes, como la consulta individual con el médico
familiar y las sesiones en grupo que se otorgan por el equipo multidisciplinario de salud
(enfermera, nutricionista, estomatologo, trabajador social y psicologos, en donde se
tiene disponible a este personal). La finalidad es llevar al paciente a metas de control
metabalico, evitar complicaciones, lograr un incremento en la calidad y esperanza de
vida del paciente y por supuesto, reduccion en los costos operativos para las

Instituciones de Salud. 1©
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Sindrome metabdlico:

Se define Sindrome metabdlico (SM) al conjunto de factores de riesgo de ECV y DM2,
incluidos el aumento de la presion arterial, dislipidemia (Triglicéridos elevados y c-HDL
bajo), aumento de glucosa plasmatica y obesidad central. Los pacientes con SM
incrementan al doble, el riesgo de sufrir ECV y muestran también 5 veces mas riesgo
de desarrollar DM2. 2

El SM se esta convirtiendo en uno de los principales problemas de salud publica del
siglo XXI, asociado a un incremento de 5 veces en la prevalencia de diabetes tipo 2 y

de 2-3 veces en la de ECV. 1214

Se considera que el SM es un elemento importante en la epidemia actual de diabetes
y de ECV, de manera que se ha convertido en un problema de salud publica en todo
el mundo. La morbilidad y la mortalidad prematuras debidas a ECV y diabetes podrian
desequilibrar completamente los presupuestos sanitarios de muchos paises
desarrollados o en vias de desarrollo. De hecho, el SM no es una entidad nueva; su
descripcion tuvo lugar hace al menos 80 afios (en la década de los afios veinte) por
parte de Kylin, un médico sueco que defini6 la asociaciébn entre hipertension,
hiperglucemia y gota. La importancia clinica del sindrome metabdlico fue destacada
de nuevo 20 afios después por Reaven ° quien describi6 la presencia de un conjunto
de alteraciones metabdlicas cuyo rasgo fisiopatoldgico central era la resistencia a la
insulina. Reaven denominé a este cuadro “sindrome X” pero, de manera sorprendente,
no incluy6 la obesidad en él; sin embargo, la obesidad se ha recogido en el concepto

de sindrome metabdlico en todas las definiciones posteriores. 16-18

Desde la primera definicidn oficial del sindrome metabdlico realizada por el Grupo de
Trabajo de la OMS en 1999,'° se han propuesto diversas definiciones alternativas.
Las mas aceptadas han sido las elaboradas por el European Group for the Study of
Insulin Resistance (EGIR) 2°y por el Adult Treatment Panel Il (ATP-III) del National
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Cholesterol Education Program (NCEP).6

Las nuevas guias ATP-IV (Asociacion Americana del Corazén/ Colegio Americano de
Cardiologia/ Instituto Nacional de Corazén, Pulmén y Sangre) 2, a diferencia de las
guias ATP-IIl no son s6lo un compendio sobre el manejo de los lipidos, sino de la
respuesta amplificada a varias preguntas de la practica clinica, basadas lo mas
cercanamente posible en evidencias solidas. Siguen las indicaciones del Instituto de
Medicina Americano (IOM) para la elaboracion de guias, que exigen que cada
recomendacion sea estrictamente basada en evidencias de alta calidad proveniente
casi exclusivamente de estudios aleatorizados y controlados de desenlaces duros

(EAC), de revisiones sistematicas y meta-analisis de estos EAC.??
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Enfermedad renal crénica:

Se define la Enfermedad Renal Crdnica (ERC) como el dafio renal o la tasa de
filtraciéon glomerular (TFG) menor de 60 mL/min/1.73 m? SC que se presentan durante
3 meses o mas, independientemente de la causa. El término “Insuficiencia” fue
cambiado por “Enfermedad” para darle mayor importancia y realzar la importancia de
tomar medidas para mejorar la evolucion a través de la prevencion, deteccion,

evaluacion y tratamiento. 23

Las principales causas de ERC son la Diabetes mellitus y la hipertension arterial
aunque también existen otros factores de riesgo como edad, historia familiar, raza,
bajo nivel educativo y econdmico, enfermedades cronicas, sistémicas y toxicidad por

farmacos. 2425

Los pacientes con ERC tienen mas probabilidad de morir por causa cardiovascular
gue de progresar a etapa terminal. En la ERC, la hipertension, la dislipidemia y la
diabetes mellitus son los principales factores de riesgo de disfuncion endotelial,
inflamacion, estrés oxidativo y arterioesclerosis acelerada. La ECV acelerada es una
complicacion frecuente de la Enfermedad renal (ER). La ERC se asocia con un
significativo incremento de riesgo de morbimortalidad cardiovascular al margen de la
presencia de factores de riesgo cardiovascular (FRCV) tradicionales como la DM2, la
hipertension arterial, la concentracion de lipoproteinas y el habito tabaquico, hasta el
punto de que se la considera un FRCV independiente, segun la National Kidney
Foundation, la American Heart Association y el Seventh Joint National Committee on

Prevention, Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood Pressure. 26

Los pacientes con ERC muestran mayor prevalencia de insuficiencia cardiaca
congestiva (ICC), cardiopatia isquémica (Cl) en cualquiera de sus formas clinicas,
incluida la isquemia silente, arritmias ventriculares complejas, fibrilacion auricular (FA),
hipertrofia ventricular izquierda (HVI), rigidez y calcificacion arterial y calcinosis del

anillo mitral y de la valvula aértica. La reduccion del filtrado glomerular predice la inci-

Maestria en Ciencias de la Salud
Libertad Escudero Hernandez



Renalasa sérica y alfa amilasa salival en pacientes con

. . 2015
Diabetes tipo 2

dencia de episodios isquémicos 2’ porque refleja mas probabilidad de muerte por
proceso CV que por insuficiencia renal 222° en parte no por recibir el tratamiento
cardioprotector adecuado al riesgo.*° La mitad de los pacientes con enfermedad renal
avanzada o terminal mueren por causa cardiovascular 232 que es de 15 a 30 veces
mas elevada que la de la poblacion general tras los ajustes por edad. Este proceso
progresa a través de varios mecanismos como HVI, rigidez arterial, inflamacién,
disfuncion endotelial, estrés oxidativo y formacion precoz de placas de ateroma. El 40
% de los pacientes que inician tratamiento sustitutivo de funcién renal, tienen afeccion
coronaria y el 85 %, alteraciones en la estructura y/o la funcion del ventriculo izquierdo
(VI). 32

La mayoria de los pacientes que inician tratamiento sustitutivo de la funcion renal
tienen hipertension arterial, lo que sugiere que el control de ésta es importante para
reducir la mortalidad cardiovascular. La relacién entre hipertension arterial y
mortalidad cardiovascular en pacientes con ERC es compleja debido a la alta

prevalencia de comorbilidades y anormalidades vasculares subyacentes.33
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Estadios evolutivos de la ERC segun la propuesta de la Kidney Disease
Improving Global Outcomes (KDIGO):

La ERC es progresiva y sigue un patron constante que depende de su etiologia y del

propio paciente.

Estadio 1: pacientes con diabetes y microalbuminuria con una TFG normal.

Estadio 2: se establece por el dafio renal asociado con la ligera disminucion de la
tasa de filtracion glomerular entre 89 y 60 mL/min/1.73 m2. Por lo general, el paciente
no tiene sintomas y el diagnostico se establece de manera incidental.

Estadio 3: es la disminucién moderada de la TFG entre 30 y 59 mL/min/1.73 m?2. El
estadio 3 se divide en dos etapas. La etapa temprana 3a es la de pacientes con TFG
entre 59 y 45 mL/min/1.73 m? y la_etapa tardia 3b con TFG entre 44 y 30

mL/min/1.73m?. Cuando la funcién renal disminuye, en el torrente sanguineo se
acumulan sustancias toxicas que ocasionan uremia. Lo comudn es que los pacientes
tengan sintomas y complicaciones tipicas originadas por la hipertension, anemia y

alteraciones del metabolismo 6seo.

Estadio 4: se refiere al dafio renal avanzado con disminucion grave de la TFG entre
15 y 30 mL/min/1.73 m2 Pacientes con alto riesgo de complicaciones

cardiovasculares.

Estadio 5: o insuficiencia renal crénica terminal, la TFG cae por debajo de 15

mL/min/1.73 m2. En este estadio se requiere tratamiento sustitutivo. 24
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La identificacion del paciente con enfermedad renal cronica permite intervenciones

tempranas para evitar la progresion renal y prevenir complicaciones cardiovasculares.

Existen diversas formulas para determinar la tasa de filtracion glomerular; la formula
de Cockcroft-Gault es la mas utilizada y la de mas facil acceso para clasificar a la

enfermedad renal crénica.

(140 - Edad) x Peso {(en kilogramos)
72 x Creatinina en plasma (en mg/dl)

Aclaramiento creatinina = x (0,85 si es mujer)

Sin embargo, recientemente el grupo CKD-EPI (Chronic Kidney Disease Epidemiology
Collaboration) ha publicado una nueva ecuacién de estimacion del filtrado glomerular
(FG) desarrollada a partir de una poblacion de 8,254 individuos a los que se midio el
FG mediante aclaramiento de iodotalamato (media 68 ml/min/1,73 m?, DE 40
ml/min/1,73 m?), y que incluye como variables la creatinina sérica, la edad, el sexo y
la raza, con distintas versiones en funcion de la etnia, el sexo y el valor de la creatinina.
La ecuacion de CKD-EPI mejoré los resultados en cuanto a exactitud y precision de
la ecuacion de eleccion actual MDRD-IDMS (Modification of Diet in Renal Disease-
Isotopic Dilution Mass Spectrometry) en especial para valores de FG superior a 60
ml/min/1,73 m?2 en un grupo de 3.896 individuos. El CKD-EPI (Chronic Kidney Disease
Epidemiology Collaboration) es un grupo de investigacion dependiente del National
Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Disease (NIDDK) formado para
desarrollar y validar ecuaciones de estimacién del FG a partir de datos procedentes

de distintos estudios.

Segun el mismo estudio, la comparacion de CKD-EPI frente a MDRD-IDMS pone de
manifiesto que la primera produce mejores resultados, en especial para valores de FG

superiores a 60 ml/min/1,73 m?, mejorando la imprecision y la exactitud frente a la
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medida directa del FG, motivo por el cual los autores llegan a la conclusién que CKD-
EPI deberia sustituir a MDRD-IDMS en la practica clinica habitual. El mejor indice para

valorar la funcion renal es la medida del FG. 34

En el Instituto Mexicano del Seguro Social se estima una incidencia de pacientes con
ERC de 377 casos por millon de habitantes y prevalencia de 1, 142. Actualmente, en
México, existen alrededor de 52, 000 pacientes en terapias sustitutivas de funcién
renal (dialisis peritoneal o hemodialisis), de los cuales el 80 % se atienden en esta
instituciéon. La diabetes mellitus ocupa el primer lugar entre las causas de ERC en
México por lo que la prevencion de sus complicaciones, es la clave para disminuir la
repercusion econdmica que esta enfermedad representa para los mexicanos ya que

llega a absorber incluso 18 % del presupuesto asignado al Sistema de Salud. 242°

La nefropatia diabética es una enfermedad renal progresiva; se debe principalmente
a diabetes de larga evolucion y es la causa principal de enfermedad renal croénica,
dialisis peritoneal, hemodidlisis y trasplantes renales en el mundo. La pérdida de
proteinas en orina aparece 5 a 15 afios después del inicio de la diabetes clinica, ya
sea tipo 1 o tipo 2. La filtracién glomerular aumenta en un principio y no desciende
hasta que aparece proteinuria detectable por métodos habituales. Lo anterior lleva al
paciente diabético a enfermedad renal cronica terminal. La nefropatia diabética fue
descrita por el medico inglés Clifford Wilson (1906-1997) y por un médico
estadounidense nacido en Alemania, Paul Kimmelstiel (1900-1970). Los cambios
anatdmicos son engrosamiento de la membrana basal, atrofia tubular, fibrosis
intersticial y arterioesclerosis. Se sugiere que la acumulacion de proteinas en el
citoplasma de las células tubulares proximales causa una reaccion inflamatoria que
da origen a lesiones tubulo intersticiales. Una vez que se presenta perdida de
albumina por la orina es casi imposible detener la progresion de la nefropatia, pero si
es posible retardar sustancialmente su evolucion. Lo anterior se logra con un control

estricto tanto de la hipertension arterial como de la glucosa y el uso de algunos
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medicamentos como los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (IECA)
y los antagonistas de los receptores de angiotensina Il (ARA I1).3°

La ERC se asocia con un alto riesgo para el desarrollo de ECV debido a la presencia
de diversos factores de riesgo. Ocurre hipertension en aproximadamente 80-85 % de
los pacientes con ERC y su etiologia es multifactorial. La actividad del sistema
nervioso simpético se encuentra incrementada en pacientes con ERC y favorece el
aumento de la resistencia vascular y la presion arterial sistémica. Esta hiperactividad
produce un incremento en la secrecion de catecolaminas y disminucion de su filtracion

a nivel renal. 36

El control de las cifras tensionales es muy pobre en los pacientes nefropatas estando
involucrados diversos factores como retencion de agua, ingestién de sal, incremento
en la actividad de los sistemas vasoconstrictores, la actividad disminuida de los
sistemas vasodilatadores, el incremento del calcio intracelular, el endurecimiento
arterial, el estrés oxidativo, el hiperparatiroidismo, la inflamacién, apnea del suefio,
enfermedad reno vascular y la hiperactividad del sistema nervioso simpatico. La
filtracién de norepinefrina se reduce progresivamente y en relacion al porcentaje de
TFG. Asi, en fases iniciales de ERC se reduce un 20 % y hasta en un 40 % en los

pacientes que se encuentran en hemodidlisis, es decir, en estadio V de ERC.%’
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Renalasa (RNLS)

A partir de la observacion en 2005 de un elevado riesgo cardiovascular en pacientes
con ERC se iniciaron investigaciones acerca de la presencia de proteinas secretadas
por el rinidn que desemperfien un alto impacto cardiovascular. Asi, Xu y colaboradores
desde 2003, estudiaron la base de datos publicos que contienen las tarjetas de genes
de nuevas proteinas. Al revisar el MGC (Mammalian Gene Collection Project) que
contiene 12,563 genes de 77 bibliotecas de cADN humanos con un completo Open
Reading Frame o marco de lectura abierto (ORF), identificaron 114 genes candidatos
sobre los cuales analizaron su expresion tisular en tejido humano por Northern Blot
(Método que contiene geles para detectar ARNm). Un clon, el MGC 12474 se
distinguio por la potencia de su expresion en el rifion y limitada distribucién tisular.
Tras verificar esta sustancia en el ser humano, se le llamé “Renalasa”; a este gen
también se identifica como C100rf59 o FLJ 11218. %

El gen de RNLS se localiza en el cromosoma 10 en g 23,33, comporta 7 exones que
se extienden sobre aproximadamente 309,469 pares de bases (pb) y codifica a una
proteina compuesta por 342 aminoacidos (aa) con un peso molecular de
aproximadamente 38kDa. Estructuralmente tiene un péptido en la extremidad N-
terminal (o péptido sefal), un sitio de unién a la FAD (aa 4 a 35) y un dominio amino-

oxidasa en los aa 75 a 339. 39

Se reconocen al menos 4 isoformas posibles, pero solamente 2 se han relacionado
con efectos en humanos, la h-renalasa 1 y h-renalasa 2 que difieren solamente en el
nimero de aa (342 y 315 respectivamente).*® h-renalasa 1 es la forma mejor
conservada y tiene ortélogos presentes en el chimpancé (95 % aa idénticos) y

cianobacterias (23% idénticos). 4

14
Maestria en Ciencias de la Salud
Libertad Escudero Hernandez



Renalasa sérica y alfa amilasa salival en pacientes con
Diabetes tipo 2

2015

La expresion en rifion humano (glomérulo y tabulo proximal) ha sido confirmada por
hibridacién in situ y su deteccion por inmunohistoquimica. También se expresa aunque
en menor medida en corazén, musculo esquelético higado e intestino delgado. 42. Un
estudio reciente muestra que renalasa también se expresa en el sistema
reproductor.*® La renalasa metaboliza particularmente las catecolaminas circulantes
(adrenalina, noradrenalina) provocando su disminucion y por tanto controlando el
elevado tono simpético, responsable en parte de las complicaciones cardiovasculares.
La renalasa es secretada en una forma inactiva monomérica conocida como pro-
renalasay se activa en una distribucion dimérica con actividad amino-oxidasa, la que
regula las catecolaminas sanguineas y el aumento de la presion sistolica; luego de lo
cual se estimula la secrecion de renalasa renal. %8 Los tipos de Monoamino-oxidasa A
y B, (MAO Ay MAO B) son enzimas que contienen flavina, ancladas en la terminacién
carboxilo hasta la membrana mitocondrial externa, catabolizan a los
neurotransmisores, entre ellos, Adrenalina (ADR), Noradrenalina (NA), la serotonina
y la dopamina (DA), éstas son inhibidas expresamente por la pargilina y la clorgilina.
La poliamino oxidasa (PAO), es otra oxidasa intracelular que contiene Flavin Adenin
Dinucledtido (FAD), y metaboliza a la espermina y la espermidina. Regula asimismo
el crecimiento celular. La renalasa posee una region de unién a la FAD para su
actividad de oxidasa y tiene una débil homologia con los aminoacidos (aa) de MAO A
y MAO B, una especificidad de sustrato y un perfil inhibidor distintos, lo que indica que
esta proteina representa una nueva clase de MAO que contiene FAD. Los pacientes
con tratamiento en hemodialisis tienen concentraciones de renalasa reducidas, 38 42
lo que sugiere que el rifién podria ser la fuente mas importante de renalasa circulante
debido a que otros tejidos que sintetizan renalasa (intestino delgado, musculo
esquelético, testiculo) no compensan el déficit de ésta durante la insuficiencia renal.
Respecto a la concentracion de esta hormona, en sangre es mucho mas elevada que

en orina, sin embargo, renalasa urinaria tiene una actividad 100 veces mayor. 42

15
Maestria en Ciencias de la Salud
Libertad Escudero Hernandez



Renalasa sérica y alfa amilasa salival en pacientes con
Diabetes tipo 2

2015

Renalasa se distingue de las otras monoamino oxidasas debido a que tiene un
sustrato y un inhibidor diferente por lo que recientemente fue designada también
Monoamino Oxidasa C por Gary V.Desir su inventor, con patente N° US 7, 700,095
82.44‘ 45

En 2013 Beaupre Bay cols. publicaron en importante revista, un articulo controversial
acerca de renalasa. Se describe a la hormona efectivamente como una hormona
proteica secretada a partir del rifion y vertida hacia la circulacion pero esta, la llamada
“la tercer monoamino oxidasa” no ha demostrado en forma convincente su catalisis in
vitro. Renalasa es una flavoproteina con topologia estructural similar a la conocida en
oxidasas, lisinas desmetilasas y monooxigenasas pero esta actividad no es semejante
a las conocidas en ninguna flavoproteina. Este grupo de estudio identifico la actividad
catalitica de renalasa como una o-NAD(P)H oxidasa/anomerasa por lo que
concentraciones bajas de a-anomerasa de NDPH y NADH inician una répida
reduccion del cofactor flavina de renalasa. La reduccion de su cofactor reacciona con
dioxigeno para formar peroxido de hidrogeno y nicotinamida dinucleotido en la formap.
Esta actividad es la primera demostracién de un papel fisiol6gicamente potencial de
oaNAD(P)H en mamiferos y el primer ejemplo de una flavoproteina que cataliza una

reaccion de anomerizacion.46

En condiciones basales, el plasma humano carece de actividad amino oxidasa asi
como una falta de actividad de renalasa lo que sugiere que en tales condiciones no
tiene actividad amino-oxidasa o puede circular como una pro enzima que requiere
sefales especificas para su activacion. En ejemplares murinos, la inyeccion de
renalasa recombinante disminuye la contractilidad del miocardio, la frecuencia
cardiaca y la presion arterial e impide el aumento compensador del tono vascular
periférico. También actla sobre los fibroblastos maduros de los tlbulos intersticiales
renales promoviendo la secrecién de eritropoyetina (EPO). Se propone que la
administracion de esta enzima podria mejorar la regulacion de la presion arterial y las

consecuencias cardiovasculares en esta poblacion de pacientes asi como contribuir a
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mejorar los niveles de hemoglobina en pacientes con anemiay ERC. La expresion de
renalasa es susceptible de ser detectada en plasma humano gracias al analisis por
Western Blot.4’

Recientemente se ha implicado al incremento en la actividad del sistema nervioso
simpatico en la patogénesis de hipertension en los nefrépatas; esto ha sido
demostrado mediante el incremento de catecolaminas plasmaticas en este grupo de
pacientes. La hiperactividad simpatica sostenida puede ademas, llevar al deterioro de
la funcion cardiaca. La modificacion de la actividad adrenérgica por renalasa puede
ser medida mediante la hipétesis que concentraciones altas de norepinefrina en el
plasma se relacionan a hipertrofia ventricular y complicaciones cardiovasculares en
los pacientes con ERCT. En un estudio realizado en 30 ratas macho Wistar albino que
fueron nefrectomizadas y que como consecuencia desarrollaron un incremento en la
presion arterial media, hipertrofia ventricular, hiperazoemia e incremento de
noradrenalina en plasma se administrd6 renalasa recombinante resultando una
disminucién en todos los parametros con excepcion de las concentraciones de

azoados. 48

La concentraciéon de renalasa es regulada mediante tres factores: la funcion renal, la

perfusion renal y las concentraciones de catecolaminas.!

Es factible también medir la concentracion de renalasa, esto mediante ELISA. Método
con alta sensibilidad y excelente especificidad. La cantidad minima detectable de

RNLS es tipicamente menor a 0.52 ng/mL.*°

Se ha considerado a RNLS como un nuevo candidato para el diagnostico de Diabetes

mellitus tipo 2.5°

Se especula que la terapia de reemplazo con renalasa podria prevenir la enfermedad
cardiovascular en pacientes con Enfermedad Renal Crénica.>! EI mecanismo exacto

por el cual RNLS regula la presion arterial sanguinea y mejora la funcion cardiaca no
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es clara por completo.>? por lo cual se requieren mas estudios tanto a nivel molecular

como como clinicos para dilucidar este mecanismo.
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Catecolaminas:

Las aminas biogénicas reciben el nombre de neurotransmisores. Estas aminas son
fundamentalmente la dopamina, la noradrenalina, la serotonina y el acido gama
aminobutirico (GABA). Dopamina y noradrenalina poseen un anillo catecol por lo cual
se les llama catecolaminas (la hormona adrenalina es también una catecolamina). La
dopamina, es precursora inmediata de la noradrenalina. La noradrenalina se sintetiza
no solo en el cerebro, sino también en la médula suprarrenal. Esta amina es metilada
en el hidrogeno por la metionina para dar la hormona adrenalina, que se libera de la

médula suprarrenal.>3

Las dos hormonas principales sintetizadas por la medula suprarrenal son la adrenalina
y la noradrenalina. La adrenalina constituye cerca del 80 % de la secrecion total de la
glandula. Ambas hormonas son simpaticomiméticas; esto es, producen efectos que
imitan aquello que se lleva a cabo por la division simpatica del sistema nervioso
autébnomo. La adrenalina y la noradrenalina aumentan la presion sanguinea elevando
la frecuencia cardiaca y la fuerza de contraccion asi como la vasoconstriccion,
aceleran el indice de frecuencia respiratoria, dilatan las vias respiratorias, disminuyen
el indice de la digestion, aumentan la eficiencia de las contracciones musculares,
aumentan las concentraciones de azlcar en la sangre y estimulan el metabolismo
celular. La hipoglucemia también puede estimular la secrecion celular de adrenalina y

noradrenalina.>*

La introduccion de la cromatografia gaseosa (GC) y de la cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC) permitié la cuantificacion de catecolaminas con un alto grado de
sensibilidad y especificidad eliminando muchos problemas asociados a las técnicas
previas espectrofotométricas. Se recomienda la separacion del plasma tan pronto o
como sea posible luego de la recolecciéon de la muestra de sangre a fin de minimizar

las pérdidas de catecolaminas. El traslado de las muestras debe realizarse sobre hielo
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y la centrifugacion hacerse preferentemente a 4°C dentro de los 30 minutos antes del
almacenamiento a — 80°C. El metabolismo renal de las catecolaminas es complejo y
en pacientes con ER o falla renal las catecolaminas plasméticas o las metadrenalinas
pueden estar aumentadas dos a tres veces encima de los limites de referencia en

pacientes que no tienen feocromocitoma.>%:6

La presion sanguinea es extremadamente regulada por el sistema nervioso simpéatico
a través de la accion de hormonas vasoactivas como adrenalina, noradrenalina y
dopamina. Una regulaciéon anormal en el metabolismo de catecolaminas contribuye al
desarrollo de hipertrofia ventricular, arritmia ventricular, isquemia y necrosis

miocardica.4’

Estudios recientes sugieren que RNLS puede estar involucrada en la patogénesis de
la diabetes. RNLS se expresa en las células pancreaticas secretoras de insulina y los
mecanismos subyacentes juegan un papel potencial en el desarrollo de diabetes tipo
1 que no ha sido definido aun con exactitud. Aunque existe evidencia creciente que
RNLS podria ser relevante en la patogénesis de enfermedades humanas y a pesar
que la estructura cristalina ha sido resuelta, los mecanismos de accién permanecen
sin resolverse. Existe evidencia que adrenalina y el precursor de catecolaminas L-3,4-
dihidrofenilalanina (L-DOPA) son sustratos fisiolégicos para RNLS. >’

RNLS metaboliza adrenalina in vitro y su deficiencia se asocia con incremento de la
presion sanguinea y tres veces mas la concentracion de adrenalina plasmatica®®, lo

que sugiere que su actividad enzimatica in vivo es idéntica a la que muestra in vitro.4’

Aunque la administracion intravenosa de h-Renalasa 1 en ratas disminuye
significativamente la presién sanguinea, el efecto es breve. Una dosis Unica de
renalasa recombinante (1.3 mg/kg) administrado en forma subcutanea disminuye la
presion sistélica y diastolica. El efecto hipotensor de renalasa es similar al equivalente
de 5 mg/kg de enalapril. La supresiéon del gen de renalasa en ratas se asocia con

hipertension y elevacién de catecolaminas plasmaticas. Aunque el incremento mayor
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es el que se presenta en adrenalina, ambas, dopamina y noradrenalina también se
incrementan 1 a 0.5 veces respectivamente. Renalasa se expresa en medula espinal
y nervios periféricos y puede modular la concentracion de catecolaminas en la unién
neuromuscular. La potencia y duracién del efecto hipotensor de RNLS se magnifican
en ratas con enfermedad renal crénica. La explicacidon mas probable es la disminucion
de la excrecion urinaria que resulta en concentraciones plasmaticas altas de

catecolaminas.?’

RNLS circula como proenzima y carece de actividad enzimatica pero es rapidamente
activada por la elevacién de catecolaminas en el plasma. Desde hace mas de treinta
afios se sabe que las concentraciones plasmaticas de noradrenalina se encuentran
elevadas en los pacientes con ERC; esto produce un incremento sustancial en la

actividad nerviosa simpéatica.>®

La dopamina de origen renal se comporta como una hormona natriuretica endégena
disminuyendo la reabsorcion tubular de sodio como una sustancia paracrina /autocrina
y contribuyendo al control de la presion sanguinea. Al menos 90% de la dopamina se
origina en el rifion. El sistema dopaminergico intrarenal es una llave moduladora del
manejo de sodio y fosfato renales. Datos experimentales proveen experiencia acerca
de la regulacién de fosfato y sodio a través de renalasa, asi como el incremento en la

excrecion renal de dopamina.*?

Los valores de referencia para catecolaminas son los siguientes:
Dopamina: 0.3-62 pg/mL

Adrenalina: 0.2-874 pg/mL

Noradrenalina: 0.5-48 pg/mL5¢
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El sistema nervioso auténomo (SNA):

El Sistema Nervioso controla e integra todas las actividades corporales por medio de
los cambios de sensaciones (sensoriales), los interpreta (integrativos) y reacciona
ante ellos (motores). El Sistema Nervioso Central (SNC) esta formado por cerebro y
meédula espinal. El Sistema Nervioso Periférico (SNP) se clasifica en Sistema aferente
y Sistema eferente. El sistema eferente se subdivide en Sistema nervioso somatico y
en sistema nervioso autonomo. El sistema nervioso somético consiste de neuronas
eferentes que conducen los impulsos del SNC al tejido muscular esquelético. EI SNA
contiene neuronas eferentes que conducen impulsos del SNC hacia el tejido muscular

liso, el tejido muscular cardiaco y las glandulas.>

El SNA interviene en la regulacién de la presion arterial, la motilidad digestiva, las
secreciones gastrointestinales, el vaciamiento de la vejiga urinaria, la sudoracion, la
temperatura corporal y otras muchas actividades, acelera las tasas de otros procesos
metabdlicos, como la glucogendlisis hepética y muscular y la liberacion de glucosa a
la sangre. El tono simpatico normalmente mantiene casi todas las arteriolas sistémicas
contraidas mas o menos hasta la mitad de su diametro maximo. Si el grado de
estimulacién simpatica aumenta por encima de su valor normal, estos vasos pueden
contraerse aun mas; por el contrario, si desciende por debajo de ese nivel, las
arteriolas pueden dilatarse. Si no fuera por el tono simpatico continuo de fondo, el
sistema simpatico sélo seria capaz de ocasionar una vasoconstriccion, nunca una

vasodilatacion.t°

Los rifiones regulan la excrecion de Na * y agua y por lo tanto desempeiian un papel
determinante en el control a largo plazo de la presion arterial. La natriuresis y la
diuresis de presion se refieren al aumento en la excrecién urinaria de Na * y agua que
ocurre cuando la presién arterial aumenta. El rifidn, a través de su funcion excretora,

regula el volumen circulatorio. El corazon, el sistema nervioso central y el rifidn mismo
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vigilan este volumen y reaccionan a los cambios al liberar hormonas que actian en

varios sitios corporales para asi ajustar el volumen y la presion a niveles apropiados. !

Hay una creciente evidencia de que la hipertension esencial es comunmente
neurogénica y es iniciada y sostenida por hiperactividad del sistema nervioso
simpatico. Los posibles mecanismos incluyen el aumento de flujo simpéatico central,
una inadecuada recaptacion neuronal de noradrenalina (NA), disminucion de actividad
de los barorreceptores arteriales de la circulacion nerviosa simpatica, y de la

neuromodulacién simpatica por la angiotensina I1.6?

La posible participacion de la hiperactividad simpatica se ha descuidado a pesar de la
acumulacion de evidencia experimental y clinica que sugiere un papel crucial de la
activacion simpatica, tanto para la progresion de la insuficiencia renal y la alta tasa de
eventos cardiovasculares en pacientes con ERC. Estudios clinicos demuestran el
incremento en las concentraciones plasmaticas de catecolaminas y una notable
sensibilidad a noradrenalina ocurren como primeros indicadores de hiperactividad

simpaética en pacientes con ERC.3

La disfuncion del SNA es una complicacion establecida de la DM2, ambas entidades
se detectan frecuentemente al mismo tiempo. Esto sugiere que la disfuncion
auténoma puede estar presente antes de la exposicion breve a hiperglucemia o aun
en el rango normal de glucosa. En el estudio CARDIA (Coronary Artery Risk
Development in Young Adults), un grupo de investigadores estudiaron la relacion entre
la disfuncion del sistema nervioso autbnomo y el incremento de las concentraciones
de insulina y glucosa a través del tiempo y el desarrollo de Diabetes mellitus tipo 2.
Ellos usaron la frecuencia cardiaca de recuperacion (Heart Rate Recovery HRR) tras
el término de una prueba de esfuerzo. HRR se considera un método no invasivo para
estimar la funcion autbnoma a través de una prueba de esfuerzo y la sensibilidad a
barorreceptores. HRR se define como la diferencia entre la maxima frecuencia

cardiaca y la frecuencia cardiaca dos minutos después de la cesacion de la prueba
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de esfuerzo. Un valor de HRR menor de 42 latidos por minuto (Ipm), es indicativo de
una reactivacion vagal anémala. Se reclutaron 3295 adultos sanos cuyas edades se
encontraban entre 18 y 30 afos. Todos eran estadounidenses, blancos y negros,
procedentes de Birminghan, Alabama, Chicago, lllinois, Minneapolis, Minnesota y
Oakland. Cerca de la mitad de los pacientes eran mujeres (54.5%). Se les di6 un
seguimiento de 15 afos y se tomaron muestras en los afios 2, 5, 7, 10 y 15. Los
pacientes con disminucion en la frecuencia cardiaca de recuperacion tuvieron
concentraciones altas de insulina en cada examen. Durante el estudio, 98
participantes desarrollaron diabetes. La asociacion entre HRR y DM2 no fue lineal
pero el riesgo de desarrollar diabetes fue significativamente mayor en individuos con
una lenta y anormal HRR (< 42 Ipm) o frecuencia cardiaca. Este estudio concluye que
la disfuncion del sistema nervioso autdnomo se relaciona al desarrollo de diabetes en

una poblacién previamente sana.®*

Estudios recientes realizados en ratas, sostienen que la denervacion renal puede
disminuir la presién sanguinea lo cual se atribuye a la supresion de nervios simpaticos,
incremento del contenido de RNLS en plasma y aumento en la expresion de esta

hormona a nivel renal.55-68
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Alfa-amilasa, a-amilasa, sacarasa o ptialina:

Aunque existen diferentes glandulas salivales, las principales son las parotidas, las
submaxilares y las sublinguales las cuales se encuentran en pares. Las glandulas
salivales estan controladas sobre todo por sefiales nerviosas parasimpaticas
procedentes de los ndcleos salivales superior e inferior del tronco del encéfalo. Los
nucleos salivales se encuentran en la union entre el bulbo y la protuberancia
encefélica; su funcidn se propicia mediante estimulos gustativos y tactiles procedentes
de la lengua y la laringe. El sistema parasimpatico produce basicamente un
incremento de la actividad secretora mientras que el sistema simpético inhibe esa
secrecion; sin embargo la activacion del sistema simpatico en forma moderada
también produce una discreta accion secretora. El pH de la saliva es alcalino, los
valores de referencia se mencionan desde 6 a 7. Cada ser humano segrega al dia

una cantidad cercana a 1.5 litros.%0

Alfa-amilasa es un marcador de la actividad simpatica que supone casi la mitad de las
proteinas totales presentes en la saliva. Es una hidrolasa relacionada con la digestion
de los carbohidratos, cataliza la reaccion de hidrélisis de los enlaces 1-4 del
componente a-Amilasa al digerir el glucégeno y el almidon para formar azucares
simples, es decir, de polisacaridos a monosacaridos; se produce en el pancreas y en
las glandulas salivales (principalmente en las parotidas). El intervalo considerado
como normal es de 23 a 85 unidades por mililitro (U/mL). Tiene actividad enzimatica
a un pH de 7. La alfa-amilasa fue la primera enzima en ser identificada y aislada por
Anselme Payen en 1833, quien la bautiz6 en un principio con el nombre de

“diastasa”.t®

Estudios farmacolbgicos basicos en el humano proveen evidencia directa de la
sensibilidad de alfa amilasa salival (SAA) en la actividad adrenérgica, especificamente

en relacién a al estrés psicolégico.”
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La adrenalina afecta la actividad de las glandulas salivares parotideas también a
través de beta receptores no inervados que son por lo tanto responsables de acciones
hormonales. Las concentraciones de sAA sugieren que es un marcador indirecto de
la actividad del sistema Simpato Adrenal Medular (SAM). El tratamiento con
betabloqueadores como propranolol bloquean el aumento inducido por el estrés de
los niveles de sAA lo que sugiere que las concentraciones de esta hormona reflejan
la actividad betaadrenérgica en el humano.”

Recientemente se ha propuesto a alfa amilasa salival como un biomarcador no
invasivo y objetivo de estrés crénico psicosocial, padecimiento en el que la actividad

de la hormona se encuentra elevada.”?

La actividad nerviosa simpatica se incrementa en pacientes con enfermedad renal
como resultado del incremento de la resistencia vascular y la presion sanguinea lo
que a su vez conduce a un incremento en los niveles de catecolaminas por reduccion

en el filtrado glomerular.”

Existe aun controversia en relacion a los niveles séricos de catecolaminas en
pacientes con Diabetes mellitus y sus posibles implicaciones en la patogénesis y las

complicaciones de esta enfermedad.”

Se consideran valores de referencia para alfa amilasa salival de 23-85 U/mL."*
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2.PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

La DM2 es un problema de salud publica a nivel mundial, existen alrededor de 170
millones de personas que la padecen.” Durante los Ultimos afios, se ha observado
un incremento importante en el ndmero de personas a las cuales se les ha
diagnosticado, particularmente DM2. Su prevalencia parece estar en relacion directa

con el aumento en el nimero de personas mayores de 65 afios de edad. 1°

La prevalencia de DM2 en individuos menores de 30 afios es del 5 % y después de
los 60 sube a mas del 20 %. Se diagnostica tardiamente; del 30 a 50 % de las personas
gue tienen esta enfermedad, lo desconocen y al momento de ser diagnosticada, la
prevalencia de retinopatia oscila entre 16 y 21 %, la de nefropatia entre 12y 23 %;
la de neuropatia es entre 25y 40 %. Como enfermedad discapacitante por los dafios
micro y macrovasculares que se provocan en diferentes niveles del organismo, se
expresan en diversas complicaciones como ceguera, dafio renal o amputaciones de
miembros inferiores. En México, la DM ocupa el primer lugar en namero de
defunciones por afio. Tanto en hombres como en mujeres la tasa de mortalidad

muestra una tendencia ascendente en ambos sexos.1°

En la poblacion mexicana, especificamente hablando de los derechohabientes del
Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), la prevalencia de la DM fue de 10.5 %
durante 2010.7®

La DM consume entre 4.7 y 6.5 m% del presupuesto para la atencion de la salud en
el IMSS.”’

En el afio 2009 se estim6 que 40 % del gasto médico fue destinado en relacion a los
diagnoésticos de hipertension arterial, 36 % para Diabetes mellitus y 13 % para

insuficiencia renal.’®
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Renalasa es una monoamino oxidasa de reciente descubrimiento capaz de
metabolizar las catecolaminas circulantes, estas Ultimas relacionadas con la actividad
nerviosa simpatica y ambas con pacientes portadores de enfermedad renal. En fases
iniciales de dafio renal, los niveles séricos de renalasa se encuentran elevados tal vez
como respuesta al incremento en la concentracion de catecolaminas en sangre;
algunos autores reportan que en fase terminal de ERC, renalasa es apenas
perceptible en plasma humano. El primer articulo acerca de RNLS fue publicado en
2005; en él fueron estudiados 12 sujetos estadounidenses, 4 individuos
aparentemente sanos y 8 pacientes con ERCT, fue cuantificada la expresion de
renalasa mediante Western blot mediante anticuerpos policlonales especificos para
renalasa (Protein tech Group Inc, Chicago Ill). Los resultados mostraron en el grupo

de nefrépatas, valores menores de esta hormona comparados con el grupo control.3®

Otros autores aseveran que en nefropatas la hormona se encuentra en
concentraciones elevadas. Mediante ELISA y el uso de anticuerpos monoclonales
especificos para renalasa (ELISA USCN Life Science Inc.wuham, China) en 2011,
Przybylowski, et al. incluyeron en un proyecto de investigacion a 157 personas, 130
de ellas, receptores de trasplante cardiaco y ERTC y en el grupo control, 27
voluntarios sanos. Este estudio fue realizado en poblacién china. Se pudo observar
gue la renalasa sérica incrementa en paralelo al estadio de ERC: Estadio 1: 4.57 *
0.83 g/mL; estadio 2: 5.97 +1.79 g/mL; estadio 3: 7.64 £ 2.67 g/mL, estadio 4: 12.17
+4.84 g/mL y estadio 5: 27.69 + 8.84 g/mL.4°

En 2012, en poblaciéon polaca y mediante técnica de ELISA (USCN Life Science
Inc.wuham, China) se llevé a cabo un programa para determinar renalasa plasmatica
en un grupo de 89 participantes, 62 de ellos receptores de trasplante renal y 27 sanos.
Los autores observaron que RNLS se encuentra elevada en receptores de trasplante
renal y este incremento es dependiente de la funcién renal la cual se deteriora con el

tiempo del trasplante. (6.72 £ 2.86 pg/mL vs 3.86 £ 0.73 ug/mL). Adicionalmente, rena-
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lasa correlacion6 con funcién renal, edad, tiempo de trasplante, fosfato sérico y

presion sanguinea.’®

Por otra parte, SAA es una enzima relacionada con la digestion de los carbohidratos
que se produce en el pancreas y en las glandulas salivales; estas Ultimas estan
controladas sobre todo por sefiales nerviosas parasimpaticas procedentes de los
ndcleos salivales superior e inferior del tronco del encéfalo. La medicion de la
actividad de alfa amilasa en la saliva es Gtil en el ambito de la psicobiologia del estrés.
Libre de cortisol salival se establecié un marcador no invasivo en el eje de la actividad
del hipotalamo hipdfisis suprarrenal (HPA). Ahora la alfa amilasa parece ser un
marcador salival bien caracterizado de la actividad del sistema simpato-medular

suprarrenal (SAM).”#

Por lo anterior descrito nos hemos planteado la siguiente

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢EXxisten variaciones en las concentraciones de Renalasa sérica y alfa amilasa

salival en pacientes con y sin Diabetes mellitus tipo 2?
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3. JUSTIFICACION
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3. JUSTIFICACION

En afos recientes se ha observado un incremento importante en el nimero de
personas a las cuales se les ha diagnosticado DM2 en todo el mundo; esta
enfermedad se asocia con modernos estilos de vida, malas conductas alimenticias,

reduccion en la actividad fisica y por lo tanto el sobrepeso y la obesidad.

Se ha informado en forma reciente que el glomérulo y el tubulo proximal renal
sintetizan y liberan RNLS, una hormona responsable del metabolismo de las
catecolaminas y muy relacionada a la ERC. Si la aplicacion de renalasa recombinante
fuera posible en un futuro, se podria controlar la hipertension arterial, mejorar los
niveles de hemoglobina que traducen anemia propia de nefropatia cronica; también
seria posible evitar o retrasar la ERC asi como las complicaciones cardiovasculares
propias de enfermedad renal. RNLS podria en el futuro establecerse mediante

métodos no invasivos como un marcador de bienestar renal.

La alfa amilasa salival es una enzima que en forma reciente se ha establecido como
un marcador no invasivo de la actividad del sistema simpato-medular-suprarrenal
(SAM) la cual esta estrechamente relacionada al desarrollo de hipertension arterial y
DM2.

La ECV constituye una de las causas mas comunes de morbilidad y mortalidad en
pacientes con ERC. Ha sido recientemente postulado que la reduccién en la
concentracion de renalasa en pacientes nefrépatas, es en parte, responsable de la
elevacion en las concentraciones de catecolaminas plasmaticas, mismas que

conducen al incremento de ECV.

La incidencia de ERC en estado terminal ha incrementado a nivel mundial y se

relaciona con la presencia de factores de riesgo tradicionales como hipertensién y dis-
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lipidemia y a otros factores tales como el incremento del estrés oxidativo y la

calcificacion arterial que juegan un papel importante en el desarrollo de ECV.#°

Renalasa sérica, alfa amilasa salival y catecolaminas podrian usarse como
marcadores de hiperactividad del sistema nervioso simpatico, dafio renal y ofrecer
alternativas en el diagnadstico, pronostico y tratamiento de enfermedades crénicas con

alto impacto cardiovascular.
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4. HIPOTESIS DE TRABAJO:

Las concentraciones de Renalasa sérica y alfa amilasa salival varian de acuerdo a la

evolucion y dafio de pacientes con Diabetes mellitus tipo 2.
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5. OBJETIVOS

Objetivo General: Evaluar las concentraciones de Renalasa sérica, Alfa amilasa
salival y catecolaminas en pacientes con Diabetes mellitus tipo 2 en comparacion de

otros tres grupos.

Objetivos especificos:

1. Evaluar las concentraciones de Renalasa sérica y alfa amilasa salival en
pacientes con Diabetes mellitus tipo 2 respecto de otros tres grupos.

2. Evaluar las concentraciones de Renalasa sérica y alfa amilasa salival de
acuerdo al tiempo de evolucién de Diabetes mellitus tipo 2.

3. Buscar correlacion de Renalasa sérica y alfa amilasa salival con otras variables

de estudio.
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6. MATERIAL Y METODOS:

Tipo de estudio: Transversal, comparativo, clinico.”®-8!

Universo o poblacién:

Este proyecto se realiz6 en un grupo con pacientes con Diabetes mellitus tipo 2 del
ma&dulo de DiabetIMSS de la Unidad de Medicina Familiar N° 75; pacientes del servicio
de hemodialisis de la Unidad Médica de Atencion Ambulatoria (UMAA-UMF N° 75) y
sujetos sanos que acudieron como voluntarios para donar sangre al Banco de Sangre
del Hospital General Regional N°1, todos del Instituto Mexicano del Seguro Social,
Morelia, Michoacéan. Se cuenta con la autorizacion de los cuerpos directivos de las

Instituciones participantes.

Tamafio de muestra:

El tamafio de muestra se obtuvo con la ecuaciéon de dos proporciones.??

—_— 2
= [Za 2a,(l—-m) -2, ml—m,) "‘ﬂz(f_“;uﬂ
Ty — 7,
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Donde:

Za = (a= 0.05) = 1.96
ZB = (B= 0.10) = -1.645

M1 (P1) = proporcién de pacientes del grupo con diabetes con concentraciones
de renalasa alta= 0.80

M2 (P2) = proporcidn de pacientes del grupo sin diabetes con concentraciones
de renalasa altas = 0.55

M1 — N2 (P1-P2) = Diferencia entre proporcion de grupo con diabetes y sin
diabetes, que sea clinicamente significativa.

— ~ 2

1.96 /2 (0.8) (1 — 0.8) — (-1.645) ,/0.8(1 — 0.8) + 0.55(1 — 0.55)

(0.8 — 0.55)

N= 74.56 Pacientes por grupo
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CRITERIOS DE SELECCION:
CRITERIOS DE INCLUSION:

Para el grupo 1: Sujetos aparentemente sanos.

e Personas adultas.

e De género indistinto.

¢ Sin Diabetes mellitus ni otras enfermedades crénico-degenerativas
e Que acepten participar en el estudio.

¢ Que den su consentimiento informado por escrito.

Para el grupo 2: Sujetos con algiin componente de Sindrome metabdlico.

e Pacientes adultos.

e De género indistinto

e Presentan al menos un componente de Sindrome metabdlico (ATP-I1I)
¢ Que acepten participar en el estudio.

¢ Que den su consentimiento informado por escrito.

Para el grupo 3: Pacientes con Diabetes mellitus tipo 2.

e Pacientes adultos.

e De género indistinto.

e Diabetes mellitus tipo 2

e Que acepten participar en el estudio.

e Que den su consentimiento informado por escrito.
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Para el grupo 4: Pacientes con Enfermedad renal crénica terminal en

hemodidlisis:

e Pacientes adultos.

e De género indistinto.

e Que tengan Enfermedad renal crénica terminal en tratamiento sustitutivo de
funcion renal con hemodialisis

e Que acepten participar en el estudio.

¢ Que den su consentimiento informado por escrito.

CRITERIOS DE NO INCLUSION:

Para el grupo 3: Pacientes con Diabetes mellitus tipo 2.

e Presentar disautonomia diabética

e Recibir tratamiento con betabloqueadores

Para todos los grupos:

e En relacién a la recoleccibn de muestra de saliva: Tener enfermedades
inflamatorias de cavidad oral, infecciones y/o sangrado.

e Las personas que no deseen participar.

CRITERIOS DE EXCLUSION:

e Seran excluidos aquellos sujetos que no completen las mediciones.
e Pacientes con muestras hemolisadas.
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DESCRIPCION OPERATIVA DE LAS VARIABLES
Variables clinicas:
Definicion conceptual Definicion operacional Escala de Unidades
variable de medida
Edad Edad cronoldgica Cuantitativo Afos
Género Sexo bioldgico Cualitativo F/M
Presion arterial Fuerza que ejerce la sangre que circula contra las Cuantitativo mmHg
paredes de las arterias
Frecuencia cardiaca Numero de contracciones del corazén o pulsaciones Cuantitativo minuto
por unidad de tiempo
Obesidad Patologia caracterizada por exceso de grasa corporal Cuantitativo k/m?
determinada por un IMC = 30 (k/m?)
Antecedentes
Antecedente familiar Antecedente materno o paterno en primera linea Cualitativo Si/No
DM2 (padres, abuelos, hermanos) de DM2
Antecedente familiar Antecedente materno o paterno en primera linea Cualitativo Si/No
HTA (padres, abuelos, hermanos) de HTA
Afos de evolucién de Tiempo transcurrido entre la deteccion de la Cuantitativo anos
DM2 enfermedad y la entrevista
Variables antropométricas
Peso corporal Es la medida de la fuerza que ejerce la gravedad Cuantitativo kilogramo
sobre un cuerpo determinado.
Talla Distancia que existe entre el vértex y el plano de Cuantitativo Centimetro
sustentacion
indice de Masa Relacion que existe entre el peso y la talla Cuantitativo k/m?
Corporal
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Variables metabdlicas:
Definicion conceptual Definicion operacional Escala de variable Unidades de
medida
En sangre

Glucosa sérica Concentracion de glucosa en sangre Cuantitativo mg/dL

Creatinina sérica Producto de desecho del metabolismo Cuantitativo mg/dL
muscular

Albumina sérica Proteina mds abundante del plasma Cuantitativo g/dL

Acido urico Producto de desecho del metabolismo Cuantitativo mg/dL
nitrogenado

Colesterol total Concentracion de lipidos en sangre Cuantitativo mg/dL

Triglicéridos Concentracion de triglicéridos Cuantitativo mg/dL
cuantificados en suero

c-HDL Colesterol asociado a lipoproteinas de Cuantitativo mg/dL
alta densidad

c-LDL Colesterol asociado a lipoproteinas de Cuantitativo mg/dL
baja densidad

c-VLDL Colesterol asociado a lipoproteinas de Cuantitativo mg/dL
muy baja densidad

Renalasa sérica Hormona responsable del metabolismo Cuantitativo ng/mL

de las catecolaminas

Examen general de orina

Es la evaluacioén fisica, quimica y

Cuantitativo/Cuali

Especifico para

sistema simpato adrenal

microscépica de la orina. tativo cada valor
En saliva
Alfa amilasa salival Enzima que evallua la actividad del Cuantitativo U/mL
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PLAN DE PROCEDIMIENTO:

Se realizé un muestreo trietdpico que abarcé desde noviembre de 2013 hasta febrero
de 2014 e inici6 en cuanto el proyecto fue autorizado por ambas instituciones

participantes.

Primera etapa: Se acudio a las unidades participantes donde mediante una sesion
general informativa se expusieron planeacion, objetivos, criterios de seleccion,
beneficios e inconvenientes. Se mostro la carta de consentimiento informado. Los
sujetos que aceptaron participar en el proyecto, leyeron y firmaron la carta de
consentimiento informado y fueron citados. Se entreg6 un formato con las
indicaciones precisas para acudir el dia de la cita; en el mismo, se detallo la fecha,

lugar y hora donde se realizaria la consulta.

Segunda etapa: Programamos la consulta en el espacio de DiabetIMSS de la UMF
N° 75. Ahi se realizé una historia clinica completa y se tomaron las muestras de sangre
y saliva.

Mediciones clinicas de los pacientes.

A todos los pacientes se realizé somatometria, mediante una bascula con estadimetro
previamente calibrada, con ropa ligera y sin zapatos; para el calculo del indice de
masa corporal (IMC) se tomaron en cuenta los criterios de la OMS, considerando peso
normal a un IMC entre 18 y 24.9 m?, sobrepeso a un IMC entre 25y 29.9 m? mientras
que se definié obesidad a un IMC 230 m?. Se definié Hipertension arterial de acuerdo
a los criterios de The Seventh Report of the Joint National Committee on Prevention,
Detection, Evaluation and Treatment of High Blood Pressure (JNC-VII) (cifras de
presion arterial sistélica y diastélica =2140/90 mm/Hg respectivamente, o cifras

menores si estaban recibiendo tratamiento antihipertensivo).83 8 Para esta medicion
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los pacientes debieron esperar al menos 5 minutos en posicidén sedente, 4 horas antes
0 mas, debieron suspender el consumo de cigarrillos, cafeina y chocolates asi como
otros estimulantes. Usamos un baumanometro aneroide de la marca HERGOM
nuevo, exclusivo para uso en este proyecto, asegurandonos de su correcta colocacion
a nivel de la proyeccion cardiaca, con un brazalete adecuado, cubriendo las dos
terceras partes del brazo y usando la fase | (aparicién de los ruidos en forma clara y
definida) y fase V (desaparicion completa de los ruidos) de Korotkoff para identificar
la PAS Y la PAD, respectivamente).f 8 Para el diagnéstico de DM2 se tomd en
consideracion los criterios de la American Diabetes Association.! Todos los pacientes

con DM2 habian sido diagnosticados con antelacion en DiabetIMSS.

Mediciones bioquimicas generales de los pacientes.

Todos los participantes recibieron las mismas indicaciones: Acudir en ayuno de al
menos 12 horas, sin aseo de cavidad oral. Suspender doce horas antes el consumo
de platano, cafeina, tabaco, alfa metil dopa. En un recipiente estéril recopilar la primera
muestra de orina de la mafiana, de chorro medio, preferentemente previo aseo de

genitales.

En estas condiciones de ayuno, se colectaron 14 mL de sangre venosa. 3 mL en tubo
sin anticoagulante (rojo) para la obtencién de suero para la cuantificacién de glucosa,
urea, creatinina, colesterol total (CT), triglicéridos (TG), lipoproteinas de alta y baja
densidad (HDL y LDL respectivamente), acido urico y albumina por métodos
enzimaticos en equipo de quimica clinica automatizado, Vitros 5.1 FS con numero de
serie 34001004, marca SANYO. Mediante la medicion de glucosa se determino el
grado de control glucémico de los pacientes diabéticos mientras que en los no
diabéticos realizamos escrutinio para establecer si se trataba de concentraciones
normales de glucosa o incluso algin grado de intolerancia a la glucosa. Las

concentraciones de colesterol total y triglicéridos se utilizaron para determinar
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posibilidad de poseer componentes del SM mientras que las concentraciones de
creatinina fueron utilizadas para estimar la TFG la cual se estimd mediante la ecuacion
de la Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration (CKD-EPI por sus siglas en
inglés) en cada uno de los participantes independientemente del grupo al que fueron

agregados.3*

Estas muestras y el examen general de orina, fueron procesadas en el laboratorio del
Hospital General de Zona N° 83 del Instituto Mexicano del Seguro Social, Morelia,
Mich.

Mediciones bioquimicas para determinar actividad del SNS.

Se determiné actividad del sistema nervioso simpatico mediante la cuantificacion de
las concentraciones plasméticas de Dopamina (DA), Adrenalina (ADR) vy
Noradrenalina (NA), asi como, las concentraciones de renalasa sérica y la actividad

de la alfa amilasa salival.

Para la colecta de la saliva al sujeto participante se cité en ayuno, sin comer, beber,
mascar goma ni lavarse los dientes 30 min antes de la toma de muestra, de lo contrario
se recomendo enjuagar la boca con agua fria 5 min antes de la toma de muestra. No
se colectaron muestras si el paciente presentaba enfermedades orales, inflamaciones
o lesiones (contaminacion con sangre). La muestra se colectdé en un dispositivo
adecuado y la cantidad requerida fue de 0.5 mL. El traslado fue de inmediato y se
colocaron las muestras en un refrigerador de marca SANYO Biomedical Freezeer
Modelo ALLEGRA X-22 a -80°C hasta su procesamiento. La actividad de alfa amilasa
salival se determiné mediante ELISA (Ensayo Enziméatico para la determinacion de la
actividad de alfa amilasa en saliva humana), IBL International GMBH (REF RE8011)
Hamburg, Germany. Este ensayo es de fase liquida. Alfa amilasa salival metaboliza

especificamente el sustrato, donde la intensidad del color producido es proporcional a

la actividad de la enzima en la muestra, la cual se ensayo por duplicado. Se midio la
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densidad oOptica en un fotometro a 405 nm. Los resultados de las muestras se

calcularon directamente con el uso de la curva estandar.

Estas pruebas fueron realizadas en el Centro de Investigacion Biomédica de
Michoacan (CIBIMI) del Instituto Mexicano del Seguro Social, Morelia, Mich. en un

equipo rainbow.

Se requiri6 ademas de 6 ml de sangre para la determinacion de catecolaminas
plasmaticas fraccionadas (DA, ADR y NA), mismas que fueron medidas por High-
performance liquid chromatography (HPLC) por sus siglas en inglés, Las muestras
fueron centrifugadas, separadas en alicuotas y congeladas para ser luego enviarse al

Hospital General Regional N° 1 del Instituto Mexicano del Seguro Social, Charo, Mich.

En otro tubo con Acido Etilendiaminicotetraacético (EDTA) se colectaron 5 ml de
sangre para la obtencion de plasma y cuantificacion de renalasa. Los tubos con sangre
se centrifugaron de inmediato a 2000 rpm durante 10 minutos usando una
centrifugadora de marca BECKMAN COULTER. Modelo Allegra X-22R. Las muestras
fueron separadas en 5 alicuotas de 0.5 cc para ser congelados a -70 °C en un
refrigerador de marca SANYO Biomedical Freezeer Modelo ALLEGRA X-22 a -80°C
hasta su procesamiento mediante ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) en
técnica de sandwich. Se utilizé un estuche comercial (Renalase (RNLS) BioAssay ™
ELISA Kit (Human), United States Biological. Estas pruebas fueron realizadas en el
Centro de Investigacion Biomeédica de Michoacan (CIBIMI) del Instituto Mexicano del

Seguro Social, Morelia, Mich.
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Tercera etapa: Los resultados de laboratorio fueron vertidos en los formatos
realizados exprofeso y se elabor6 la base de datos correspondiente mediante el
programa computacional para Windows SPSS (Statistical Package for Social

Sciences) version 18.0.

Analisis estadistico

Los resultados se muestran en medias + DE. Todos los datos fueron sometidos a una
prueba de normalidad utilizando la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Las diferencias
en las medidas de las variables continuas se analizaron con el Andlisis de Varianza
de una via (ANOVA) seguidas de una prueba de Tukey como post-hoc. El analisis
univariante para establecer asociacion fue realizado mediante el Coeficiente de
Correlacién de Pearson. Las graficas fueron realizadas con el paquete estadistico
GraphPad Prism version 5 para Windows. Se considero de significancia estadistica a

un valor de p< 0.05 &
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CONSIDERACIONES ETICAS:

Este estudio se realiz6 de acuerdo con las Buenas Practicas Clinicas, segun lo definio
la Conferencia Internacional sobre Armonizacion y de acuerdo con los principios éticos
subyacentes en las disposiciones contenidas en el Reglamento de la Ley General de
Salud en materia de Investigacion para la salud. De acuerdo a este reglamento, este
tipo de investigacion esté clasificada como: Investigacién con riesgo minimo. (Seccién
de Aspectos Eticos de la Investigacion en Seres Humanos. (pag.424, Capitulo I,
Articulo 17)). El protocolo en ninguno de sus procedimientos atenta contra la

integridad fisica y moral de las personas que se involucren en él. 8

La identidad de los pacientes se protegié durante todas las fases con la finalidad de
salvaguardar el principio de confidencialidad. La estudiante de la Maestria en Ciencias
de la Salud recolecté personalmente cada una de las muestras, centrifugo, separo6 en
alicuotas y congel6 parte de ellas; otras fueron remitidas al laboratorio para su
procesamiento. Toda la informacién de los participantes fué “de novo”, no se

consideraron datos de expedientes previos.

El protocolo se ajusta a los principios cientificos y éticos prescritos para realizar
estudios de investigacion en sujetos humanos, tomando en cuenta lo contenido en la
Norma Oficial Mexicana. 8 En el presente estudio, el procedimiento que se realizé
para la obtencion de la muestra de sangre periférica esta asociado a riesgos minimos

para el paciente.

Se respetaron las enmiendas de la Declaracién de Helsinki de 1964 &7, revisado por
Gltima vez en 2004, los principios contenidos en el Cédigo de Nuremberg 88, el Informe
Belmont & , el Cédigo de Reglamentos Federales de Estados Unidos *° y las Pautas
Eticas Internacionales para la Investigacion Biomédica en Seres Humanos. Ginebra
2002. %
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COMITE DE ETICA EN LA INVESTIGACION:

Este protocolo fue aprobado por el Comité Local de Investigacion y Etica en
Investigacion en Salud 1602 del H. Gral. Regional N° 1, Michoacan del Instituto
Mexicano del Seguro Social.

NuUmero de registro: R-2013-1602-7 Fecha: 22 de marzo de 2013.

Aprobado por la Comision de Bioética de la Universidad Michoacana de San Nicolas
de Hidalgo (UMSNH).

Numero de registro: CB/2014/1V-148 Fecha: 02 de mayo de 2014

También se cuenta con la aprobacion del Comité de Investigacion de la Universidad
Michoacana de San Nicolas de Hidalgo (UMSNH).

Numero de registro: 002/P/8/2014 Fecha: 22 de septiembre de
2014

CONSENTIMIENTO INFORMADO:

Los investigadores se aseguraron que los sujetos, o en aquellas situaciones donde
los sujetos no pudieran otorgar el consentimiento, su representante legalmente
aceptable, recibieran informacién clara y completa acerca del propdsito, riesgos
potenciales y asuntos criticos respecto del estudio en el cual participan de manera
voluntaria. Se obtuvo el consentimiento informado por escrito y libremente otorgado
de cada sujeto o, en aquellas situaciones donde los sujetos no pudieran otorgar el
consentimiento, de su representante legalmente aceptable, antes de su participacion
en este estudio, incluyendo el consentimiento informado para cualquier procedimiento

por lo que debieron firmar un consentimiento informado.
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7. RESULTADOS:

Se reclutaron 169 individuos, de los cuales se excluyeron seis por no completar las
mediciones de todas las variables o por no cumplir con los criterios de inclusién,
analizando finalmente a 163; estos se agruparon de la siguiente manera: Grupo 1: 14
sujetos sanos aparentemente (9 %); Grupo 2: 43 sujetos con componentes del SM
segun criterios de ATP-IV (26 %); Grupo 3: 93 pacientes con DM2 (57 %); y Grupo
4: 13 (8 %) pacientes con nefropatia diabética estadio V en tratamiento sustitutivo de
la funcién renal en hemodialisis. Todos los resultados fueron comparados en relacién

al grupo control sano aparente.

El cuadro | muestra los resultados de las variables clinicas de la poblacion estudiada
por grupos de estudio. En ella se observan diferencias clinica y estadisticamente
significativas en el peso corporal, IMC, PAS, PAD, PAM y en los afios de diagndstico

de la DM2 entre los grupos de estudio y el grupo 4.

El cuadro Il muestra los resultados de las variables bioquimicas de la poblacién
estudiada por grupo de estudio. Como era de esperarse se encontré que el grupo de
pacientes con ERCT secundaria a DM2 tuvo las concentraciones mayores en suero
de urea y creatinina y una TFG menor que los otros tres grupos. Ademas se observa
ya una disminucion en la TFG en el grupo de pacientes con DM2 en relacién al grupo
sano y con componentes del SM. En los parametros que evallan actividad del SNS
encontramos concentraciones plasmaticas mayores de DA, Adrenalina, y NA en el
grupo de pacientes con ERCT en comparacion a los otros tres grupos; las
concentraciones de renalasa fueron menores en comparacion al grupo de DM2 y con

componentes del SM. También se encontraron en el grupo de pacientes con ERCT
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secundario a DM2 concentraciones mayores de alfa amilasa salival; interesantemente,
aunqgue no alcanz¢ diferencia estadisticamente significativa se observa una tendencia
al aumento en las concentraciones de alfa amilasa salival en los pacientes con DM2
y con componentes del SM.
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Cuadro I. Variables antropométricas y clinicas de la poblacion estudiada.

Variable Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4

n=14 n=43 n=93 n=13

Sanos SM DM2 ERCT
Género (M/F) 6/8 17/26 31/62 716
Edad (afios) 47 £ 14 50+ 10 59 + 10** 50+ 17
Peso (kg) 6210 75 £ 10** 73 £ 12** 69+ 16
IMC (kg/m?) 22.8+19 29.9+4.0* 29.8 + 4.8* 27.8 £ 5.2%**
PAS (mm/Hg) 109+ 11 125 + 13*** 138 + 20* 158 + 32*
PAD (mm/Hg) 72+ 10 82 £ 11*** 85+ 11* 99 + 12*
PAM (mm/Hg) 84 £10 97 £ 11%** 102 £ 13* 118 £ 17*
FC (lat/min) 657 68 +11 71+10 69+ 10
Dx DM2 (afios) - e 7+6 17 + 8°

Los resultados se muestran en medias + DE; Grupo 1= sujetos sanos aparentemente; Grupo
2= Sujetos con componentes del Sindrome metabdlico; Grupo 3= Grupo con diabetes mellitus
tipo 2; grupo 4= Pacientes con Enfermedad renal crénica terminal en hemodidlisis.

IMC= indice de masa corporal; PAS= Presion arterial sistolica; PAD= Presion arterial diastolica; PAM=
Presion arterial media; FC= frecuencia cardiaca; Dx DM2= Afios diagnostico de diabetes mellitus tipo

2.

*p<0.0001; ** p<0.01; ***p<0.05; Grupo 2,3 y 4 vs grupo 1. 5 p<0.0001 Gpo. Con DM2 sin evidencia
clinica de dafio renal vs pacientes con nefropatia diabética estadio V en hemodidlisis.
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Cuadro Il. Variables bioquimicas de la poblaciéon estudiada.
Variable Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
n=14 n=43 n=93 n=13
Sanos SM DM2 ERCT
Glucosa (mg/dL) 86.2+£8.3 92.7 £10.7 125.7 £ 40.3* 97.5+21.8
Urea (mg/dL) 28.7+7.7 29.9+8.0 35.9+135 134.3 + 15.6*
Cr (mg/dL) 0.77 £0.19 0.82+0.14 0.92 +0.28 8.92 + 2.74*
TFG (ml/min/m?  100.0 + 15.9 93.7+14.0 78.8 £ 17.5* 5.6 + 1.5*
SC)
CT (mg/dL) 165.7 + 32.8 175.2+34.2 167.1+42.4 146.7 + 31.2
TG(mg/dL) 118.7+51.8 183.2+ 76.7** 171.4 + 76.7** 167.3 + 39.2
Variables bioguimicas gue evaluan actividad del SNS.
DA ( pg/mL) 14.7+7.6 17.6 +10.5 22.6+17.1 51.0 £ 21.9*
Adrenalina 15.3+6.2 16.9+13.2 20.2+11.6 66.3 + 39.2*
(pg/mL)
NA (pg/mL) 75.3+38.4 99.7 + 68.8 131.8+£98.2 306.9 + 132.9*
Renalasa 104+2.4 15.4 + 3.9%** 16.3 + 4.9** 9.2+27
(ng/mL)
Alfa amilasa 8.0+5.0 17.2+21.2 27.3+27.5 42.5 + 28.7%*

salival (U/mL)

Los resultados se muestran en medias + DE; Grupo 1= sujetos sanos aparentemente; Grupo
2= Sujetos con componentes del Sindrome metabdlico; Grupo 3= Grupo con diabetes mellitus
tipo 2; Grupo 4= Pacientes con Enfermedad renal cronica terminal en hemodialisis.

TFG= Tasa de filtrado glomerular; CT= Colesterol total; TG= Triglicéridos; SNS= Sistema nervioso

simpético; DA= Dopamina; NA= Noradrenalina.

*p<0.0001; ** p<0.01; **p<0.05
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El cuadro Il muestra los resultados de las variables antropométricas y clinicas del
grupo 3 (pacientes con DM2) de acuerdo al tiempo de diagndstico de la enfermedad
(<10 anos y 210 afos). Se observa diferencias en el IMC, siendo mayor en el grupo
de pacientes con DM2 con menos de 10 afios de diagnostico (p<0.01), asi como en
las cifras de PAS, PAD y PAM, mayores en el grupo de pacientes con diabetes con

mas afos de diagndstico (p<0.01).

Cuadro lll. Variables antropométricas y clinicas del grupo de diabetes mellitus tipo 2.

Variable DM2 <10 afios DM2 =10 anos
Género (M/F) 47/18 21/20
Edad (afios) 57+9 59 +15
Peso (kg) 74+£9 70+ 14
IMC (kg/m?) 30.6 +5.0 27.8 + 4.2**
PAS (mm/Hg) 135+ 20 149 +25**
PAD (mm/Hg) 83+12 90 + 12**
PAM (mm/Hg) 101 14 110 + 14**
FC (lat/min) 71+ 10 69 + 8

Los resultados se muestran en medias + DE; IMC= indice de masa corporal; PAS= Presion arterial
sistélica; PAD= Presion arterial diastélica; PAM= Presion arterial media; FC= frecuencia cardiaca; Dx
DM2= Afios diagnéstico de diabetes mellitus tipo 2.

* p<0.01; diabéticos con =210 afios de diagndstico DM2 vs diabéticos con <10afios de diagndstico de la
DM2.
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El cuadro IV muestra los resultados de las variables bioquimicas del grupo 3
(pacientes con DM2) de acuerdo al tiempo de diagndstico de la enfermedad (<10 afios
y 210 anos). Se observan concentraciones mayores de la urea y la creatinina en los
pacientes con 210 afios de diagndstico de la DM2 (p<0.0001). También se observan
concentraciones plasmaticas de DA, Ay NA mayores (p<0.01) y menores de renalasa
(p<0.05) en los pacientes con 210 afios de diagndstico de la diabetes. No hubo

diferencias en las concentraciones de alfa amilasa salival.

Cuadro IV. Variables bioquimicas del grupo de diabetes mellitus tipo 2.

Variable DM2 <10 afios DM2 2 10 aiios
Glucosa (mg/dL) 123.6 + 40.9 120.0 + 37.7
Urea (mg/dL) 33.3+9.1 71.1 + 47.1*
Creatinina (mg/dL) .87+ .15 3.54+ 4.02*
TFG (ml/min/m? SC) 815+ 159 51.2 + 35.3*
Colesterol total (mg/dL) 173.8+41.4 150.2 + 38.3
Triglicéridos (mg/dL) 180.5+ 75.2 155.6 + 76.2

Variables bioguimicas que evaluan actividad del SNS.

Dopamina (pg/mL) 23.3+18.4 34.4 + 23.1%
Adrenalina (pg/mL) 20.6 £11.6 41.1 £ **
Noradrenalina (pg/mL) 131.5+105.5 213.7 + 135.7**
Renalasa (ng/mL) 16.1+4.3 13.4 + 4.8
Alfa amilasa salival (U/mL) 28.0 £ 27.7 33.7+29.3

Los resultados se muestran en medias + DE; TFG= Tasa de filtrado glomerular.
*p<0.0001; ** p<0.01; ***p<0.05
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El cuadro V muestra el andlisis univariante de la renalasa sérica y la alfa amilasa
salival con el resto de las variables analizadas. En ella se observa una correlacion
inversa entre la renalasa sérica con la presion arterial, la urea, la creatinina en suero
y las catecolaminas plasmaticas; y correlacion positiva entre la FC y la TFG; mientras
que la alfa amilasa salival tuvo una correlacion inversa solo con la TFG y una positiva
con la presion arterial, los afios de diagnostico de la DM2, la urea, y la creatinina en

suero y con las concentraciones de catecolaminas en plasma.
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Cuadro V. Correlacion entre renalasa sérica y alfa amilasa salival con las variables
estudiadas.

Variable Renalasa Alfa amilasa salival

r de Pearson p r de Pearson p
Edad .027 0.808 .238 0.031
Peso .069 0.538 .015 0.890
IMC .156 0.166 118 0.293
PAS -.227 0.042 277 0.012
PAD -.301 0.007 .256 0.020
PAM -.281 0.001 .283 0.010
FC .298 0.007 .186 0.094
Dx de DM2 -.179 0.109 .238 0.031
Glucosa .369 0.001 .106 0.343
Urea -.432 <0.0001 .289 0.009
Creatinina -.434 <0.0001 .265 0.016
Colesterol total -.061 0.590 -.173 0.120
Triglicéridos -.164 0.144 112 0.316
TFG 275 0.013 -.358 0.001
Dopamina -.229 0.040 497 <0.0001
Adrenalina -.264 0.018 391 <0.0001
Noradrenalina -.335 0.002 .500 <0.0001

IMC= indice de masa corporal; PAS= Presidn arterial sistélica; PAD= Presion arterial diastélica; PAM=
Presién arterial media; FC= Frecuencia cardiaca; TFG= Tasa de Filtracion Glomerular.
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Otras correlaciones importantes fueron los afios de diagnostico de la diabetes con
la PAS (r=.472, p<0.0001), la PAD (r=.324, p<0.0001), la PAM (r=.421, P<0.0001), la
dopamina (r=.263, p=0.005), adrenalina (r=.308, p=0.001) y noradrenalina (r=.361,
p<0.0001) plasmaticas, con la alfa amilasa salival (r=. -238, p=0.34) y con la TFG (r=-
.650, p<0.0001); DA (r=.245, p=0.009), Adrenalina (r=.313, p=0.001) y NA (r= .342,
p<0.0001) correlacion6 con la PAM respectivamente. También se observé una
correlacion inversa entre la TFG con la dopamina (r=-.507, p<0.0001), la adrenalina
(r=-.603, p<0.0001) y la noradrenalina (r=-.501, p<0.0001).

Finalmente, las Figuras 1, 2 y 3 muestran las correlaciones mas importantes entre la
renalasa sérica, la alfa amilasa salival y los afios de diagnostico de la DM2, la PAM,

catecolaminas en plasma y la funcion renal en la muestra total.
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Figura 1. Correlaciones entre la renalasa en suero con otros parametros. A) Correlacion entre renalasa y la presion arterial

media; B) Correlacion entre renalasa y glucosa sérica; C) Correlacion entre renalasa y dopamina en plasma; D) Correlacion entre

renalasa y adrenalina en plasma; E) Correlacion entre renalasa y Noradrenalina en plasma; F) Correlacion entre la renalasa y la

tasa de filtracion glomerular.

PAM= Presi6n arterial media; DA= Dopamina; NA= Noradrenalina; TFG= Tasa de filtracién glomerular.
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Figura 2. Correlaciones entre la alfa amilasa salival y otras variables. A) Correlacién entre la alfa amilasa salival con la presion
arterial media; B) Correlacion entre la alfa amilasa salival y la dopamina en plasma; C) Correlacion entre la alfa amilasa salival y
la adrenalina en plasma; D) Correlacion entre la alfa amilasa salival y la noradrenalina en plasma.

PAM= Presion arterial media; DA= Dopamina; NA= Noradrenalina.

Maestria en Ciencias de la Salud
Libertad Escudero Hernandez

63



Renalasa sérica y alfa amilasa salival en pacientes con 2015
Diabetes tipo 2

A B
30- r=.421, p<0.0001 30- r=.263, p= 0.005
[ ]
b [ ]
- ) o B
S . s
[a) 0 404
x x
a )
0- 2 $ T T )
0 50 100 150 200 0 20 40 60 80 100
PAM (mm/Hg) DA plasmética (pg/mL)
C D
301 r=.308, p= 0.001 30n r=.361, p<0.0001q
v w
xg 20+ 18 204
& &
S =
2 101 Q 10
X x
a )
0+ T T T ] 0+ T T T d
0 50 100 150 200 0 200 400 600 800
Adrenalina plasmatica (pg/mL) NA plasmética (pg/mL)
E F
301 r=.238, p=0.031 307 r=-.650, p<0.0001
[ ]
o, _
B . ® e 8
= 204 3. [ e o o = 204
A ° ° A
S (e « o ¢ S
a b a
L 10jeee ——— % 101
e LK ¥ ® . o o e
[ ) ° °
o &' ‘ ’ [ X ) ° [ ) 0
0 2'0 4'0 6'0 8'0 1C')0 0 150
Alfa amilasa salival (U/mL) TFG (mL/min/1.73 m2 SC)

Figura 3. Correlaciones entre los afios de diagnéstico de la diabetes con otras variables. A) Correlaciéon entre los afios de
diagnéstico de la diabetes y la presion arterial media; B) Correlacion entre los afios de diagnéstico de la diabetes y la dopamina
en plasma; C) Correlacién entre los afios de diagnéstico de la diabetes y la adrenalina en plasma; D) Correlacion entre los afios
de diagnéstico de la diabetes y la noradrenalina en plasma; E) Correlacion entre los afios de diagnéstico de la diabetes y la alfa
amilasa salival; F) Correlacién entre los afios de diagnéstico d la diabetes y la tasa de filtracion glomerular.

PAM= Presion arterial media; DA= Dopamina; NA= Noradrenalina; TFG= Tasa de filtracion glomerular.
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8. DISCUSION:

La hiperactividad del SNS tiene importantes efectos en varias enfermedades tales
como la HTA. 9% | a patogénesis de la DM2 no esta completamente establecida e
involucra adaptaciones complejas a ingestas altas de alimentos e inactividad de

manera cronica. %

El SNS tiene importantes implicaciones en la regulacion del balance de energia a corto
y a largo plazo y por ello, también se le ha relacionado en la patogénesis de la DM2.%7
Sin embargo, aun existe debate en el inicio del proceso patogénico: si la hiperactividad
del SNS es un factor patogénico en el desarrollo de la DM2, o si, por lo contrario, la

hiperglucemia y la hiperinsulinemia cronica lleva a alteracion en la funcion del SNS.

Por otro lado, recientemente se ha relacionado a la RNLS como una hormona

metabolizante de catecolaminas en orden DA, adrenalina y NA respectivamente.®

También existen estudios donde han medido la actividad de la alfa amilasa salival
como un marcador de actividad del SNS. %1% En nuestro estudio, en las variables
que miden actividad simpética encontramos un aumento en las concentraciones
plasmaticas de DA, adrenalina 'y NA en los pacientes con ERCT en hemodialisis y solo
una tendencia en el aumento en el grupo con componentes del SM y con DM2 en
comparacion al grupo sano; igual tendencia se observé en la actividad de la alfa-
amilasa salival; sin embargo si hubo un aumento en las concentraciones séricas de
renalasa en el grupo de sujetos con componentes del SMy en los pacientes con DM2,
mientras que los pacientes con ERCT sus valores fueron muy parecidos a los
observados en el grupo de sujetos sanos. También hubo diferencia significativa en
los valores en el peso corporal, IMC, PAS, PAD, y PAM. Estas diferencias fueron mas
evidentes cuando se comparo el grupo de pacientes con DM2 en base a los afios de
diagnostico de la diabetes (<10 afios vs 210 anos). De hecho hubo una diferencia
significativa en las concentraciones plasmaticas de DA, A y NA en los pacientes con

DM2 de 210 afios de diagnéstico.
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Desde nuestro punto de vista, estos resultados sustentan lo reportado en estudios
previos que asocian un aumento de la actividad del SNS en los sujetos con HTA:
103 También sugiere que el aumento en las catecolaminas en los pacientes con DM2
con 210 afios de diagndstico fue a expensas de los pacientes con nefropatia diabética
en etapa terminal prevalentes en hemodialisis. Al respecto existen muchos reportes
en la literatura que avalan hiperactividad del SNS en los pacientes con ERC 104105y
sustentan porque a la diabetes y a la ERC se les considera factores de riesgo para

el desarrollo de enfermedad cardiovascular (ECV). 28

El hecho de encontrar valores mas altos de renalasa sérica en los sujetos con
componentes del SM y en los pacientes con DM2 e igual valores en el grupo de sujetos
sanos que en los pacientes con ERCT en hemodidlisis hace evidente el papel
importante que tiene la renalasa como hormona metabolizante de catecolaminas en
mantener concentraciones normales de catecolaminas en plasma. Por otro lado, en
relacion a los valores de renalasa en los pacientes con ERCT iguales a los
encontrados en los sujetos sanos pero con valores controversiales en relacién a otros
estudios con poblaciones diferentes como lo reportado por Maliszko, et al. al estudiar
a 34 pacientes polacos con ERC y tratamiento sustitutivo de la funcién renal en
hemodidlisis a quienes se midié la concentracion de renalasa mediante ELISA (USCN
Life Science Inc Wuham, China) encontrando valores superiores en relacién al grupo
control conformado por 22 participantes (17.51 + 0.73 vs 3.99 + 1.73 pg/mL). Las
causas de dafio renal fueron glomerulonefritis (n=9), nefropatia diabética (n=10),
nefrépatia hipertensiva (n=6), otros y causas desconocida (n=9). °° Resultados
similares fueron los mostrados por el trabajo de Zbroch en 2012 en poblacién polaca,
con 131 sujetos (104 nefropatas en hemodialisis y 27 controles sanos). La media y DE
de renalasa fue de 27.53 £ 7.18 vs 3.86 + 0.73 respectivamente, usando un kit del

mismo laboratorio que Maliszko y cols. (ELISA USCN Life Science Inc Wuham, China).
37
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En mayo de 2013 se publicé por Eman W Gaber, et al. un trabajo en 80 sujetos. El
primer grupo conformado por 10 controles sanos, el segundo por 60 pacientes con
DM2 vy el tercero con 10 pacientes con DM2 y ERCT en hemodidlisis. Todos los
participantes eran de Egipto. Se determindé la cuantificacion de renalsa mediante Hu
ELISA Kit (USNC Life Science Inc) E92845. Los resultados mostraron valores
superiores en el grupo 2 y aun mayores en los pacientes del tercer grupo (DM2 y
ERCT en hemodialisis) Grupo 1: 6.0 £ 2.9 ng/mL; Grupo 2: 10.0 £ 7.6 ng/mL;
Grupo 3: 28.9 + 18.8 ng/mL."

En relacion a nuestros resultados que coinciden con los aportados por el trabajo de
Xu, et al en 2005 38 que muestran concentraciones mayores de renalasa en sujetos
sanos y menores en pacientes con ERC, tenemos algunas explicaciones. En primer
lugar nos hace evidente lo importante que es el preservar la funcion renal residual en
los pacientes con ERC en tratamiento sustitutivo de la funcion renal ya que como es
conocido los rifiones no solo tienen funciones basicas de filtracion, absorcion,

secrecion y eliminacion sino que también tiene funciones enddcrinas importanteso6-
107

El grupo de pacientes con ERCT en hemodialisis estudiado por nosotros se
encontraban en anuria; las caracteristicas en cuanto a funcién renal en los otros
estudios no la refieren y explican un aumento en la renalasa en esos pacientes sobre
todo por una produccion de renalasa compensatorio extra renal, o por una disminucion
en la depuracion renal de la hormona. De hecho en nuestra poblacion aun sana las
concentraciones séricas de renalasa fueron mayores que lo reportado en poblacion
sana de diferentes grupos poblacionales. Las posibles explicaciones a estos
resultados las atribuimos al menos a dos situaciones. Primero, posibles diferencias en
la metodologia utilizada para medir las concentraciones seéricas de renalasa o
Segundo, a diferencias poblacionales ya que desde nuestro conocimiento este es el
primer estudio que mide renalasa en poblacidon mexicana con un predominio de la raza

mestiza. En la poblacion mexicana la mestiza comprende el 80 % del total, el 20 %
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corresponde a grupos de indios mexicanos y un grupo reducido a poblacion blanca
formado por inmigrantes europeos. Un mestizo mexicano ha sido definido por el
Instituto Nacional de Antropologia como una persona que ha nacido en el pais como
resultado de un espafol y una familia de ancestros mexicanos de al menos tres
generaciones,!®® aunque se requieren de mas estudios con la misma y con diferente

metodologia para confirmar esta asociacion

Nosotros también encontramos un aumento en las concentraciones de RNLS en el
grupo de sujetos con componentes del SM y una tendencia al aumento en la actividad
de la alfa amilasa salival asi como correlaciones entre la renalasa sérica, la actividad
de la alfa amilasa salival, y los afios de diagnéstico de la diabetes, con la presion
arterial, y las catecolaminas plasmaticas. Este hecho es interesante ya que como
mencionamos previamente se ha demostrado un aumento en la actividad del SNS en
sujetos con SM de hecho al SM se le considera como una enfermedad del SNS.1® Lo
anterior sugiere que desde estadios tempranos de las alteraciones metabdlicas que
preceden a la diabetes clinica como son la obesidad, el SM, y la HTA, son alteraciones
donde ya existe hiperactividad del SNS y eso nos justificaria el incremento
compensatorio en los valores de renalasa encontrados en nuestra poblaciéon con
componentes del SM y DM2 o bien un término no acufiado aun en la literatura mundial
y que seria de “resistencia a renalasa”; evidentemente se requieren de mas estudios
y con metodologia diferente para confirmar o descartar esta aseveracion; aunque en
nuestro estudio se tuvo cuidado importante en no incluir a pacientes con DM2 que

tuvieran manifestaciones clinicas de una disautonomia diabética.

Este estudio también nos hace evidente la evolucion inexorable que sigue la historia
natural de la DM2 en cuanto al desarrollo de complicaciones crénicas como es la
nefropatia diabética por lo que otro aspecto a estudiar a renalasa seria en individuos
con diferentes estadios de funcion renal, aunque recientemente fue publicado un
estudio que refiere que los niveles séricos de renalasa se relacionan con los niveles

totales de catecolaminas y la funcién renal.11°
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Finalmente el haber encontrado una correlacién positiva entre la actividad de sAA con
las concentraciones plasmaticas de catecolaminas y con los afios de diagndstico de
la diabetes también apoyan por un lado el utilizar la medicion de la actividad de sAA
como un marcador no invasivo de actividad simpatica, en poblacion con DM2 con y
sin complicaciones crénicas del tipo de la ERC. Esta también es un &rea que requiere
de mas estudios para establecer la utilidad de la medicion en saliva de la alfa amilasa
en saliva sobre todo en poblacion con ERCT por la asociacion tan importante que tiene
la ERC con el desarrollo de EVC.

Nuestro estudio tiene algunas limitaciones. Una de ellas es el nUmero de sujetos
estudiados por lo que se debera disefiar estudios con igual y de diferente metodologia
pero con un numero mayor de sujetos. Otra limitacion es el no haber medido
sensibilidad a la insulina por lo menos en los sujetos con componentes del SM; aunque
ala HTA™! y a la obesidad *? se le consideran estados de resistencia a la insulina.
Otra limitacion es el haber determinado solo las concentraciones séricas de renalasa
y no las concentraciones de renalasa en orina ya que como se menciond
anteriormente, la renalasa urinaria aunque se encuentra en concentraciones menores

que las encontradas en suero, es hasta 100 veces mas activa que la renalasa sérica*?

Una justificacion es la limitacion de recursos y otra es el hecho de que los pacientes
con ERCT en hemodidlisis estudiados en el presente estudio se encontraban en

anuria.

Recientemente ha sido publicado un articulo en el que se reporta que el uso de
estuches comerciales para ELISA USCN Life China han reportado resultados
opuestos al trabajo inicial de Desir GV y cols, (descubridores de renalasa); es decir,
en pacientes con ERCT las concentraciones de renalasa se encuentran
marcadamente incrementadas. Estos diferentes resultados basados en Western blot

y ELISA necesitan ser explorados extensamente y analizar las interpretaciones corres-
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pondientes ya que los dos anticuerpos usados en el estuche comercial para ELISA en

sandwich (Uscn Life) no han sido validados.*!
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9. CONCLUSIONES:

1. Las concentraciones mas altas de renalasa sérica en las poblaciones
estudiadas se encontraron en el grupo 3 (pacientes con DM2; en contraparte,
las concentraciones menores se observaron en el grupo 4 (pacientes con
ERCT).

En relacion a alfa amilasa salival, las concentraciones mayores se registraron
en el grupo 4 (ERCT) y en el grupo 1 (Control o personas sanas) se observaron

las concentraciones mas bajas.

2. En el grupo 3 (pacientes con DM2) renalasa mostro las concentraciones mas
altas en aquellos pacientes con menos de 10 afios de evolucion en
comparacion a los que tenian mas de 10 afios con el diagnostico de esta
enfermedad.

En cuanto a Alfa amilasa salival, se registraron concentraciones mayores en
aguellos pacientes con mas de 10 afios de evolucién, respecto a los que tenian

menos afos padeciendo DM2.

3. Renalasa correlacion6 en forma positiva con TFG, con Glucosa, y de manera
negativa con PAS, PAD, Creatinina, Dopamina, Adrenalina y con

Noradrenalina.

Alfa amilasa salival correlaciond positivamente con PAS, PAD, afios de

diagnostico de DM2, creatinina, Dopamina, Adrenalina, Noradrenalina. Alfa

amilasa salival correlacion6 negativamente con TFG.
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Nuestros resultados sustentan un aumento en la actividad en el SNS en los pacientes
con DM2 y que esta actividad es dependiente del tiempo de diagnostico. De hecho,
confirma también que desde estadios previos y asociados con factores de riesgo para
DM2 como son el SM hay una relacién directa con la actividad del SNS. La actividad
del SNS medida por la actividad de la alfa amilasa en saliva puede ser un marcador
atil no invasivo en esta poblacion y probablemente en los pacientes con ERC en etapa
terminal. Encontramos concentraciones diferentes de renalasa en poblacion mexicana
gue pueden sugerir diferencias metodolégicas, poblacionales o bien un estado de

resistencia a renalasa.
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10.SUGERENCIAS:

Realizar estudios prospectivos donde se analicen si las concentraciones de renalasa
se relaciona con el consumo de sal (cloruro de sodio), analizar la influencia genética
poblacional en las concentraciones de esta hormona, vias de sefializacion y estudios
donde se evalle el efecto terapéutico de la renalasa en algunas patologias

relacionadas tales como la DM2, ERCT y sus complicaciones cardiovasculares.
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Carta de consentimiento informado. % <
® Estudios &°

Participacion voluntaria en protocolos de
Investigacion Clinica.

Nombre del paciente: NUumero de afiliacion Clave:

Morelia, Michoacan a: de: del:

Por medio de la presente acepto participar en el protocolo de investigacion titulado:
“Renalasa sérica y alfa amilasa salival en pacientes con Diabetes mellitus tipo 2”

Registrado ante el Comité Local de Investigacién con el nUmero: R-2013-1602-7 el dia 22
de marzo de 2013

El objetivo del presente estudio es analizar si concentraciones bajas en sangre de la
renalasa (una substancia producida principalmente en el rifién) y al parecer responsable
de metabolizar a las catecolaminas (adrenalina, noradrenalina y dopamina, “sustancias
producidas en el organismo y que nos indican como esta funcionando parte del sistema
nervioso en este caso el Sistema Nervioso Simpatico que es indispensable para un buen
funcionamiento del corazén y de la presion arterial entre otras cosas” y que
frecuentemente se encuentran alteradas en los pacientes con diabetes, se relaciona con
la fisiopatologia (causa(s)) de la Diabetes mellitus tipo 2.

Se me ha explicado que mi participacién consistird en responder el cuestionario que se
me realizara, someterme a somatometria (peso, talla, circunferencia de la cintura y de la
cadera) y medicién de signos vitales (presion arterial, y frecuencia cardiaca) asi como a
pruebas de laboratorio como quimica sanguinea 6 (glucosa, urea, creatinina, &cido Urico,
colesterol total y triglicéridos), albimina en sangre (la proteina mas abundante en sangre).
Para valorar la funcién del sistema nervioso simpatico se realizard mediante la
determinacion de la actividad alfa amilasa en saliva por lo que también se me pedira una
muestra de su saliva, y la medicién de renalasa en sangre.
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También se me ha informado que traeré una muestra de orina la cual utilizaran para medir
la presencia de proteinas en orina, creatinina en orina y las cantidades de sodio en orina
y que serviran para estimar cuanta sal ingiero en 24 horas y para calcular si mis rifiones
estan funcionando bien o si su funcion ya esta disminuida.

Los investigadores se comprometen a responder cualquier pregunta y aclarar las dudas
gue sean planteadas acerca de los procedimientos que se llevaran a cabo y si existieran,
los riesgos, beneficios o cualquier otro asunto relacionado con la investigacién.

Entiendo que conservo el derecho de retirarme del estudio en cualquier momento en que
lo considere conveniente, sin que ello afecte la atencién médica que recibo en el Instituto.
El investigador Responsable me ha dado seguridad de que no se me identificara en las
presentaciones o publicaciones que deriven de este estudio y de que los datos
relacionados con mi privacidad seran manejados en forma confidencial. También se ha
comprometido a proporcionarme la informacion actualizada que se obtenga durante el
estudio, aunque esta pudiera cambiar de parecer respecto a mi permanencia en el mismo.

Se anexan nnumeros telefénicos a los cuales puede comunicarse en caso de emergencia,
dudas o preguntas relacionadas con el estudio.

Nombre y firma del paciente Libertad Escudero Herndndez
Especialista en Medicina Familiar
Cédula Prof. Y Esp. 5907301
Movil: 443 117 03 32

Nombre y firma Testigo 1 Nombre y firma Testigo 2
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Anexo 2:

Formato de captura
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Renalasa sérica y alfa amilasa salival en pacientes con Diabetes mellitus tipo 2

Clave del paciente

Fecha de captura:

Nombre del paciente:

NUumero de afiliacion:

Ocupacion:

Edad:

Género:

Domicilio: (Calle y namero)

Fraccionamiento:

Ciudad y CP:

Teléfonos:

Variables y Unidades de medida.

Resultados:

DM2 y tiempo de evolucién

HAS y tiempo de evolucion

Enfermedades concomitantes

Parametros antropométricos

Peso (kg)

Talla (m)

IMC

Circunferencia cintura (cm)

Circunferencia cadera (cm)

indice cintura/cadera (cm)
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Parametros clinicos

Frecuencia cardiaca (x min)

Presion arterial (mmHg)

Parametros bioquimicos

Glucosa (mg/dL)

Urea (mg/dL)

Creatinina (mg/dL)

Acido Grico (mg/dL)

Colesterol total (mg(dL)

Triglicéridos (mg/dL)

AlbUumina (g/dL)

Renalasa (ng/mL)

Alfa amilasa salival (U/mL)

Proteina C reactiva (mg/dL)

Funcion renal (ml/hora)

Adrenalina sérica

Noradrenalina sérica

Dopamina sérica

Examen general de orina

Enfermedade

S y tratamiento actual

Tratamiento de la Diabetes (tipo y
dosis)

Tratamiento de la hipertension (tipo y
dosis)

Otras enfermedades y medicamentos
(tipo y dosis)

Observaciones
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S E M E S T R
PRIMERO SEGUNDO TERCERO CUARTO QUINTO
ACTIVIDAD 2013 - 2013 2013 - 2014 2014 - 2014 2014 - 2015 2015 - 2015
FEB |MAR|ABR[MAY[JUN |JUL |AGOJAGQ|SEP |OCT [NOV[DIC |ENE |FEB |FEE |MAR|ABR [MAY |JUN |JUL [AGO|AGO|SEP |OCT |MOV|DIC |EME [FEB| FEB - AGO
Revisidn blbllograflca x E 3 x E 3 E 3 E 3 x E 3 x E 3 E 3 x E 3 x x E 3 x x E 3 E 3 & x x E 3 x E 3 E 3
Elaboracion de anteproyec’[o * & * & * & * & * & & * & * * & * * & & & * * & * & &
Disefio de formatos y anexos L I L I T
Marco teérico * *® * *® * *® * *® * *® *® * *® * * *® * * *® *® ® * * *® *
Busqueda de autorizacion por Comités inst| L =
Presentacion de anteproyecto =
Identificacion de pacientes con criterios = * | = ® ® = * [ %
Firmas de concentimiento informado ® * = | = ® ® ® = | %
Pruebas de laboratorio ® ® = | = ® ® = PR
Primer avance L
Captura de base de datos ® & = | = & X X = = | = | =
Analisis de resultados ® ® ® ® = | x| o=
Analisis estadistico ® ® ® & R T R I I I T O
Disefio de figuras y cuadros ® = = | o= | oe | x| x| o= [ = | = [ %
Segundo avance =
Escritura manuscrito memaoria de tesis & & & = & & & & = =
Avance del 100% =
Examen de grado =
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