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ANTECEDENTES.

El sindrome metabdlico abarca una serie de alteraciones metabdlicas que se generan a partir
de una resistencia a la insulina y/o hiperinsulinemia.

Desde los afios 20°s se inician las asociaciones entre las caracteristicas fenontipicas y el Sx de
ovario poliquistico; hacia la mitad del siglo pasado se inician la descripcion de las
caracteristicas clinicas hasta que en 1966 el grupo de Welborn se encuentran con un grupo de
pacientes no diabéticos, no hipertensos que presentan hiperinsulinemia, iniciandose su
asociacion con el desarrollo de HAS. Y finalmente Reaven en 1988 describe el término de
Sindrome X

Organizacion Mundial de la Salud propone inicialmente una definicion del SM en 1998, la cual
incluye la presencia de diabetes, intolerancia a la glucosa, glucosa de ayuno alterada,
resistencia la insulina ademas de dos o mas de las siguientes alteraciones:
» Elevacion de la presion arterial: 2 160/90 mmHg
* Hiperlipidemia:
0 Triglicéridos séricos = 150 mg/dL,
o Colesterol asociado a lipoproteinas de alta densidad (C-HDL), < 35 mg/dL en
hombres y < 39 mg/dL en mujeres
+ Obesidad central:
0 Relacion cintura-cadera de > 0.90 en hombres o > 0.85 en mujeres
o Indice de masa corporal (IMC) > 30 kg/m2
e Microalbuminuria:
0 Tasa de excrecion de albumina urinaria = 20 pg/min
0 Relacion albumina-creatinina = 20 mg/g.

Posteriormente en el afio 2001 el panel de expertos del Programa Nacional de Educacion en
Colesterol (NCEP por sus siglas en inglés) publican un nuevo conjunto de criterios diagnésticos
para el SM (ATPIII) (1) estos criterios consideran:

1. Obesidad abdominal (circunferencia de la cintura):

> 102 cm en hombres, y > 88 cm en mujeres

2. Triglicéridos séricos = 150 mg/dL

3. Colesterol asociado a lipoproteinas alta densidad (CHDL):

< 40 mg/dL en hombres, y < 50 mg/dL en mujeres

4. Presion arterial 2 130/z 85 mmHg

5. Glucosa de ayuno = 110 mg/dL

Existiendo otras clasificaciones menos utilizadas, que abarcan otros componentes que se han
asociado como la acantosis nigricans, Sx de ovarios poliquisticos etc. Se han realizado
estudios encontrando discordancia entre estas 2 clasificaciones, mencionandose que en los
parametros utilizados por la OMS se valora la severidad, mientras que con los parametros del
ATP lll, tienen una mayor utilidad a fin de prevenir un mayor nimero de complicaciones de
forma temprana

En poblacién mexicana se tiene una prevalencia del 26.6%, encontrandose una variabilidad de
acuerdo a los criterios utilizados y al grupo racial, encontrandose una prevalencia entre mujeres
méxico-americanas hasta del 58.3%.

Otros de los factores de riesgo para el desarrollo de esta patologia es pertenecer al un grupo
racial (caucasico, méxico-americano, etc) el antecedente familiar de de DM2 HAS, enf.
cardiovascular, o historial de diabetes gestacional Sx de ovarios poliquisticos entre otros

Dentro de la fisiopatologia del Sx metabdlico se han encontrado alteraciones asociadas con la
resistencia la insulina/hiperinsulinemia, descritas de forma inicial por Reaven, agregandose de
forma gradual otras a lo largo de los afios entre ellas podemos incluir:

* Intolerancia a la glucosa
0 Glucosa de ayuno anormal
o0 Intolerancia a la glucosa



»  Metabolismo anormal del acido urico
o Elevacion de las concentraciones plasmaticas de acido urico
o0 Disminucién en la depuracién renal de acido urico

» Dislipidemia
o Elevacion en las concentraciones plasmaticas de triglicéridos
o Disminucién en las concentraciones de colesterol HDL
0 Disminucién en el diametro de las particulas LDL
o Elevacion de la lipemia posprandial

 Hemodinamica
0 Aumento en la actividad del sistema nervioso simpatico
0 Aumento en la retencion renal de sodio
o Elevacion de la TA (aprox. 50% de los pacientes HAS son resistentes a la insulina)
* Hemostatico
0 Aumento en los niveles del inhibidor del activado por el plasminégeno
0 Aumento en las concentraciones de fibrinégeno
» Disfuncién endotelial
0 Incremento en la adhesion celular de los mononucleares
0 Aumento en las concentraciones plasmaticas de moléculas de adhesion celular
0 Aumento en las concentraciones plasmaticas de dimetil-arginina asimétrica
o Disminucién en la vasodilatacion dependiente del endotelio
* Reproductivo
0 Sindrome de ovario poliquistico

En lo concerniente e este protocolo de estudio podemos mencionar que uno de los trastornos
implicados en la resistencia a la insulina e hiperinsulinemia es la alteracién del metabolismo de
la glucosa, la cual depende de tres factores:

1) La capacidad de secretar insulina tanto en forma aguda como de manera sostenida

2) La capacidad de la insulina, para inhibir la produccion de glucosa hepatica y promover el
aprovechamiento periférico de la glucosa

3) La capacidad de la glucosa para entrar en las células aun en ausencia de la insulina.

En la diabetes mellitus tipo 2 se han identificado alteraciones en los primeros dos factores, lo
que se conoce como agotamiento de la reserva pancreatica y resistencia a la insulina,
respectivamente. La aparicion de estas alteraciones depende de factores genéticos y
ambientales que conducen a la progresion de la disfuncién metabdlica.

Al parecer, existe mas de un defecto intracelular responsable de la resistencia a la insulina.
Hasta ahora, la mayor parte de las evidencias apoyan, como los sitios involucrados en la
resistencia a la insulina al receptor, a las proteinas substrato del receptor (IRS-1, SHD), al
transportador de glucosa (GLUT4) y a las enzimas de la via de sintesis del glucégeno. La
eficiencia reducida de la traslocacion del GLUT 4 implica la alteracion del mecanismo mas
importante de captacion de glucosa posprandial.

En la fisiopatologia del desarrollo de HAS predispuesta por Hiperinsulinemia se mencionan
como principales mecanismos:

1. La activacién del sistema simpéatico por insulina y liberacion de catecolaminas aumentando
el Gasto cardiaco (GC), las resistencias vasculares periféricas (RVP)y la retencién de sodio

2. Remodelacion vascular, con aumento de la musculatura vascular, generando el aumento
de RVP, asi como, la sensibilizaciéon de los receptores a los agentes vasopresores, por la
acumulacién intracelular de Na+ y Ca++ , secundario a la activacién de la bomba Na+/H+

3. La retencion de Na y agua por parte de los rifiones por la accion antinatriurética de la
insulina

La asociacion de la obesidad y el SM con las enfermedades cardiovasculares no sélo es
epidemioldgica. Datos recientes sugieren que la obesidad y la diabetes mellitus tipo 2 se
asocian con procesos inflamatorios, incrementa la expresién de citocinas proinflamatorias y



otros mediadores, que incluyen moléculas de adhesién, lo que sugiere que estos procesos
pueden contribuir a la aterogénesis, considerada una condicion inflamatoria.

En sujetos obesos se observa un incremento la expresion del factor de necrosis tumoral alfa.
Las concentraciones plasmaticas del factor de necrosis tumoral alfa se relacionan con
resistencia a la insulina, estas concentraciones disminuyen con la pérdida de peso y la
restricciéon dietética. Encontrdndose también en el tejido adiposo multiples hormonas y
mediadores antagonistas de insulina, encontrandose que de forma proporcional a la cantidad
de tejido adiposo se pueden encontrar estos antagonistas

La proteina C reactiva y la interleucina 6 se encuentran incrementadas en sujetos obesos o con
diabetes mellitus tipo 2. Existe evidencia de que la concentracion de algunos de estos
mediadores proinflamatorios se relacionan con la presencia de eventos cardiovasculares y con
el grosor de la intima y de la muscular de diversas arterias. (2, 3)

Sindrome metabolico
Factores genéticos y ambientales |
Obesidad Resistencia a la insulina *| Intolerancia
central ’ l T ¢ a la glucosa
Hiperinsulinemia Disfuncian

ce'luia i
l Diabetes
Hipertension Disfuncion | Dislipidemia tipo 2

arterial endotelial/

Aterosclerosis | Estado
AL procoagulante

v v o
Complicaciones «—|Hiperglucemia

macrovasculares (3)

Se ha hecho estudios en poblacién caucasica y posteriormente en mexicana (4) refiriendo que
niveles elevados de PCR son predictores del desarrollo de Sx metabdlico a 6 meses
encontrandose con significado estadistico en un estudio realizado en mujeres mexicanas.

En el presente trabajo se toma a PCR como reactante de fase aguda y como mediador
inflamatorio, de acuerdo a los siguientes estudios:

Ridker Et al. (5) estratifican los niveles altos de PCR, llegando a ser considerado de factor de
riesgo para eventos coronarios fatales en fumadores en un estudio casos y controles con
mujeres menopausicas siendo los mayores factores para encontrar niveles de PCR el
tabaquismo y el aumento de edad, en comparacién con otros estudios se encuentran mayores
niveles de PCR en mujeres que en hombres

En el trabajo de Burke Et al (6) demuestra la relacion estrecha entre PCR y angina instable, la
cual es utilizada como factor prondstico actualmente, teniéndose en los pacientes con muerte
subita cardiaca una discreta elevacion, haciendo suponer la limitacion que este reactante se
eleva en procesos inflamatorios cronicos.

Pasceri Et al (7) muestran que PCR aumenta la adhesion celular por medio de: La activacién
de ICAM (Intercelular) Sin alterar la activacion de VCAM (Vascular) y de E selectina teniendo
un efecto independiente de de la presencia de LDL o de lipoproteinas, pudiéndose encontrar
un aumento en inflamacién de 100 — 500 veces, infiriéndose que las concentraciones altas de
PCR aumentan la aterosclerosis y riesgo de enfermedad coronaria en sanos pudiéndose
estratificarse el riesgo con:

» Niveles normales de <1 mcg/ml
» >3 mcg aumenta riesgo de evento coronario en angina inestable



» >10 mcg/ml +++ mayor fuerza de asociacidon riesgo de evento coronario en angina
inestable
» 3.6 mcg/ml aumenta 2 veces riesgo de evento coronario en angina estable

Kumar Et al. (8) demostré que PCR disminuye la produccion de NO, en células endoteliales
aorticas, con aumento de endotelina 1 (ET1), activando la proliferacion de musculo liso a las 20
hrs con 50 mcg de PCR, asi como, la actividad de NO, sintetasa esta disminuida a partir de
concentraciones de PCR de 10 mcg y se conserva actividad con 5 mcg

Zawaka Et Al (9) identifica que LDL no induce la formacién de células espumosas, en
comparacién con PCR que la induce, llegando a la conclusion de que esta ultima aumenta la
activacion de moléculas de adhesion; se encuentra aumentado el receptor para PCR en
macrofagos CD32 y se encuentran vesiculas de LDL en macréfagos a los 60 minutos con
50mcg de PCR con opzonizacion mediada por PCR

PCR se ha considerado como un predictor igual o mayor que la LDL en riesgo cardiovascular
ya que se ha relacionado con la disminucién de la produccién de 6xido nitrico, el aumento en la
produccion y liberacion de endotelina y citocinas, como activadora de moléculas de adhesion y
de apoptosis. Asi mismo el aumento en los niveles de Angiotensia Il se asocia con el aumento
de la aterosclerosis refiriéndose en un estudio, de Chao-Hung Et al. (J) refiriéndose PCR
inhibida por N acetil cisterna; aumenta la expresion de AT Il (RNAm), asi como, la migracién
de células de musculo liso vascular, aumentando la liberacién de radicales libres y se tiene
accion similar al PDGF

En el estudio de Deveraj Et al (11) se demuestra que el inhibidor del activador de plasminégeno
(PAI 1) inhibe al factor activador del plasminégeno tisular (tPA), asi como, PCR aumenta la
activacion de PAI 1 disminuyendo la fibrinolisis aumentando CAD siendo el PAI dosis
dependiente de PCR En el trabajo Se expone endotelio adritco a PCR (12 hrs ) disminuyendo
NO2, y se potencia el efecto en pacientes con hiperglucemia. PCR en monolitos activa
moléculas de adhesion, la liberacion de citocinas y la quimiotaxis Las acciones en el endotelio
son la disminucion de la produccion de 6xido nitrico (inhibe la NO2 sintetasa), aumentando la
adhesion de monocitos

Rossi y Cols. (12) En un estudio en pacientes isquémicos previo a revascularizacion indican
que PCR se relaciona a evento coronario y muerte, asi como, PCR relacionado con infarto fatal
y no fatal con las limitantes de tener en PCR con alto valor predictivo positivo y PCR con bajo
valor predictivo negativo

La glicoproteina alfa 1 acida (AGP) también llamada orosomucoide (ORM) fue descrita en 1950
y forma parte de la familia de las inmunocalinas. Es codificada por un grupo de genes
adyacentes, AGP-A, B y B’ localizados en el cromosoma 9q34.1-34.3 humano. En la
transcripcion y formacion del polipéptido de 183 aminoacidos se ha reconocido la participacion
de 6 exodnes y su estudio han permitido identificar dos grupos polimérficos denominados ORM-
1y 2. Su peso molecular de 41 a 43 Kda y carga negativa con punto isoeléctrico acidico (pl de
2.7-3.8) dependen en parte de la glicosilacion, proceso en el que la ramificacion estructural y
formacion de di, tri y tetra glicanos en los sitios 15, 38, 54, 75 y 85 le confiere una
microheterogeneidad evidenciada por la existencia de al menos 15 a 20 isoformas.

La produccion de AGP, de la cual depende su concentracion plasmatica, ocurre en células
hepaticas y es regulada por algunas citocinas (IL-1, IL-6), prostaglandinas y glucocorticoides.
Ademas, la generacion de AGP puede ser extrahepatica, y se ha descrito que entre las células
que la producen constitutivamente se encuentran los monocitos, algunas estirpes endoteliales y
epiteliales de corazén, colon, mama y macréfagos alveolares, mientras que su expresion se
puede inducir experimentalmente en algunos fibroblastos, células epiteliales de intestino, rifidn,
préstata, decidua asi como en cultivos de lineas mielomonociticas. Por otra parte la AGP no es
sintetizada 6 secretada por linfocitos T 6 B.

La AGP puede ejercer diferentes efectos antiinflamatorios y recientemente se ha enfatizado
que su funcién principal es la inmunomodulacién. Esta inmunocalina es capaz de inhibir la
respuesta quimiotactica, agregacion y activacién de neutréfilos; puede disminuir las



propiedades efectoras de macréfagos uniéndose a receptores de quimiocinas CCR5 vy
desplazar a MIP1 También induce la produccion de inhibidores de IL-1 en monocitos e inhibe la
produccién de TNF y algunas glicoformas pueden abatir la proliferacion de linfocitos T inducida
por mitégenos y aloantigenos, asi como suprimir la sintesis de IL-2 y la citotoxicidad mediada
por TNF. (13, 14)

Se han hecho comparaciones entre AGP y PCR, (15) como 2 reactantes de fase aguda, en
pacientes gediatricos con ingreso hospitalario, con toma inicial, midiendo la supervivencia y la
mortalidad, teniéndose como resultado AGP y PCR aumentan niveles en padecimientos
agudos y en casos de mortalidad pero AGP es un factor de riesgo independiente y con mayor
fuerza de asociacion para mortalidad

También los niveles altos de AGP puede ser protectores en isquemia como en el estudio de
Daemen Et al (16) en que AGP y Alfa 1 antitripsina inhiben apoptosis e inflamacién
detectandose a partir de los 45 minutos de isquemia con regulacién de caspasas 1/3 y de
dUTP, asi como, Posterior a reperfusion renal: Aumento de niveles de AGP y Amiloide sérico
P a las 24 hrs Aumento de proteinas de fase aguda en higado a las 8 hrs TNF alfa induce
activacion y liberacion de proteinas de fase aguda dando como conclusion que tanto AGP
como Alfa 1 antitripsina Disminuyen DNA intranucleosomal, los nucleos tunel positivo y la
apoptosis a las 24 hrs con un mayor efecto protector de AGP a concentraciones de 1.7 que a
0.5 y a 0.17 administrado a las 2 hrs de isquemia y repercusion AGP inhibe al TNF
disminuyendo la activacion de neutrdfilos

Y en el estudio de Ryde'n Et al (17) Se mide la flucosilacion de AGP en pacientes con
hepatopatias, encontrandose mayores niveles en pacientes con cirrosis comparado a otras
patologias hepaticas con mayor nivel de AGP e indice de flucosilacion de AGP en mujeres
mayores de 50 afios

No en todas las patologias inflamatorias se encuentra correlacién entre AGP y la intensidad de
la patologia como en la serie de Van Den Hevuvel Et al (18) valorandose a pacientes asmaticos
encontrando que los niveles de AGP no se relacionan con la funciéon pulmonar, con niveles
elevados se relacionan a de forma directa con el numero de eosindfilos y de la PD 20 con
histamina

O bien se encuentra el estudio de Boncela Et al (19) en que se observa que AGP al
interactuar con el Inhibidor del Activador del Plasminégeno tipo 1 (PAIl) estabiliza su accién
inhibitoria en inflamacién

Se ha demostrado que los niveles séricos de PCR tienen una relacion directa con el nimero de
componentes del sindrome metabdlico; Con este antecedente se busca demostrar que AGP a
parte de reactante de fase aguda, se encuentra como inmunomodulador en procesos
inflamatorios; y que también se pueden encontrar una relacion entre los niveles séricos de esta
proteina y | numero de componentes del sindrome metabdlico



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.
¢ Existe correlaciéon en el nimero de componentes del Sindrome metabdlico y la elevacién de
los niveles séricos de AGP como sucede con PCR?

JUSTIFICACION.

En las referencias bibliograficas previas se ha demostrado que DM2 y el Sindrome metabdlico
no solo implica un descontrol metabdlico, sin que también implica un proceso inflamatorio,
teniendo efecto principalmente a nivel endotelial, siendo este, blanco y efector de la
inflamacion. Ya se ha comenzado a abordar por este angulo la patologia, sin embargo se
tienen que encontrar marcadores fiables que puedan correlacionar con el grado de descontrol,
inflamacioén, sin que sean alterados por otras patologias

Es un estudio que puede proporcionar vias para el seguimiento, control y el tratamiento de los
pacientes, de forma econdmica, certera y accesible a la poblacién general, asi como
relacionarlo a otros integrantes del Sx metabdlico.

Presenta la oportunidad de correlacionar el manejo clinico del paciente diabético con las
ciencias basicas, ya que, al realizar la medicion de PCR y AGP por medio de ELISA, se tendra
acceso a diferentes técnicas de laboratorio, complementando la formaciéon médica



OBJETIVO.

OBJETIVO:
e Determinar si los niveles séricos de AGP en pacientes con Sindrome metabdlico se
incrementan en relacion al nimero de componentes que presentan

OBJETIVOS ESPECIFICOS:
e Valorar la relacién entre los niveles de AGP, PCR con el nimero de componentes del
sindrome metabdlico

HIPOTESIS

Si el sindrome metabdlico representa la conjuncién de una serie de anormalidades fenotipicas
claramente asociadas a inflamacion y riesgo cardiovascular y PCR proteina reactante de fase
aguda, ha resultado un buen predictor de riesgo coronario conforme aumenta la suma de los
componentes de este sindrome, entonces, AGP que es una proteina reactante de fase aguda
mostrara elevacion en sus niveles séricos conforme aumenta el nimero de componentes del
sindrome metabdlico

DISENO.

Numero de muestras a estudiar

» Descriptivo

Conocimiento que tienen los investigadores de los factores del estudio.
* Abierto

Participacion del investigador.

» Observacional

Tiempo en que suceden los eventos.

*  Prospectivo

Relacion que guardan entre si los datos.

* Transversal



MATERIALES Y METODO.
Universo de estudio.
Todo paciente de la CE de Medicina Interna con Sx metabdlico definido de acuerdo a los
criterios del panel de expertos del Programa Nacional de Educacién en Colesterol (NCEP por
sus siglas en inglés) con los criterios diagnoésticos para el SM (ATPIII)
» Obesidad abdominal (circunferencia de la cintura):
o >102 cm en hombres
o > 88 cm en mujeres
e Triglicéridos séricos = 150 mg/dL
» Colesterol asociado a lipoproteinas alta densidad (CHDL):
0 <40 mg/dL en hombres
0 <50 mg/dL en mujeres
* Presion arterial = 130/ 85 mmHg
*  Glucosa de ayuno = 110 mg/dL

Tamano de la muestra.

N= 50 pacientes

Se calculé en base a las muestras en la literatura en estudios similares (24, 25) tomandose a
40 pacientes con sindrome metabdlico y 10 pacientes en grupo control.

Criterios de seleccion:
Todo paciente de la Consulta externa de Medicina Interna con Sindrome metabdlico, definida
esta segun los criterios del ATPIIl ya mencionados (1):

Criterios de Inclusion.
» Dextrostix en ayuno por arriba de 110 mg/dl el dia de su consulta
¢ Glucemia en ayuno igual o mayor de 110 mg/dl en los laboratorios con los que acuda a
Consulta externa tomados en no mas de 3 dias
* Hb glucosilada por arriba de 8%
» Pacientes con un indice de masa corporal (IMC) mayor de 25 kg/m2:
» Obesidad abdominal (circunferencia de la cintura):
o >102 cm en hombres
o0 > 88 cmen mujeres
» Triglicéridos séricos = 150 mg/dL
+ Colesterol asociado a lipoproteinas alta densidad (CHDL):
0 <40 mg/dL en hombres
0 <50 mg/dL en mujeres
e Presion arterial 2 130/ 85 mmHg2
« Otras condiciones agregadas a DM: Sx de Ovario Poliquistico; acantosis nigrians

Criterios de exclusion.

Pacientes que se encuentren con un proceso:

* Autoinmune

* Inflamatorio

» Infeccioso

Que pudiera generar de forma secundaria la elevacion de los niveles de AGP y PCR

Criterios de eliminacion.
Todo aquel que no complete el estudio por causas ajenas

Definiciéon de variables

Independientes. Dependientes
(CAUSA) (EFECTO)
Variable Escala (intervalo, ordinal, Variable Escala (intervalo, ordinal,
nominal) nominal)
indice de Masa |Normal: 18.5 —24.8 Kg/ m” Proteina C 0-1 mcg/dl
Corporal Sobrepeso: 25-29.9 Kg/ m? Reactiva
(IMC) Obesidad: > 30 Kg/ m (PCR)




Perimetro <102 cms en Hombres Glicoproteina | < 3 mg/dl Normal
Abdominal <88 cms en Mujeres Alfa 1 Acida > 3 mg/dl Elevado
(PA) (AGP)
Colesterol 200 Deseable
200-239 Limitrofe
>240 Alto

Miligramos/decilitro

Triglicéridos <150 normal

> 150 alto
Miligramos/decilitro
Colesterol de |40 Bajo
Alta Densidad |>60 Alto
(HDL) Miligramos/decilitro
Colesterol de | 100 Optimo
Baja Densidad 100-129 Suboptimo
(LDL) 130-159  Limitrofe
160-189  Alto
>190 Muy alto

Miligramos/decilitro

Hemoglobina | <7% Normal
glucosilada >7% Alta

(HBA1)
Glucosa en <110 Normal
ayuno >110 Alta

Variables operacionales
* AGP: Inmunocalina con peso molecular de 41 a 43 Kda y carga negativa con punto
isoeléctrico acidico (pl de 2.7-3.8) dependen en parte de la glicosilacion (13, 14)

» PCR: Pentraxina que se ha identificado como reactante de fase aguda, pudiéndose
incrementar hasta niveles por arriba de 1000 veces en respuesta a infeccion, isquemia
trauma y quemaduras; Su sintesis primordialmente hepatica se puede ubicar también en
macroéfagos, cerebro, y pulmén Su ligando inicial es C1q que activa la via clasica del
complemento (6)

» Los criterios para diagndstico de sindrome metabdlico que se utilizaran en el estudio seran
tomados del panel de expertos del Programa Nacional de Educacion en Colesterol (NCEP
por sus siglas en inglés) ATPIII:

1. Obesidad abdominal (circunferencia de la cintura):
* 102 cm en hombres y 88 cm en mujeres
2. Triglicéridos séricos = 150 mg/dL
3. Colesterol asociado a lipoproteinas alta densidad (CHDL):
e <40 mg/dL en hombres y < 50 mg/dL en mujeres
4. Presion arterial 2 130/ 85 mmHg
5. Glucosa de ayuno = 110 mg/dL
Para la comparacion de resultados se tiene se 10 ¢
tiene como antecedente el trabajo de Rutter g |
Et al (25) en el cual se hace una correlacion  cgp, . | 1 !
entre el numero de componentes del ™

sindrome metabolico y los niveles de PCR, U v D
siendo la base para la comparacion con el 1
estudio 5 )
.
s . 2 ) 1w

Number of Tomponents of the ietaboic Syrdopns




Dentro de los objetivos sera la valoracion de los Table 2—Correlation between HbA,, level

niveles séricos de AGP y PCR con respecto al and mean plasma glucose levels

control glucémico tomandose a la Hemoglobina

glucosilada como parametro Es definida por la Mean plasma glucose
adhesion de glucosa a la hemoglobina por HbaA,_ (%) mg/dl mrmold
medio de una reaccion de reduccién con los — .
grupos aminoterminales de la hemoglobia, sin la 6 }i; o2
mediacion enzimatica. Es directamente H 2Ll‘ﬁ. “;
proporcional a la concentracion sérica de 9 240 13.5
glucosa, tendiendo una cobertura de 10 275 15.5
aproximadamente 120 dias por la vida media del 11 310 17.5
eritrocito. (26) 12 345 19.5

Descripcion de procedimientos

A todo paciente nuevo o subsecuente con diagnéstico de Sindrome Metabdlico en CE de
Medicina Interna se le invitara a ingresar al protocolo de estudio informandose el objetivo,
método y fin del estudio, proporcionandose Hoja de Consentimiento, en caso de aceptar. Se
tomara muestra de sangre venosa periférica para tomar niveles de AGP y PCR.

Se pesara, medira estatura y perimetro abdominal y en caso de contar con laboratorios
recientes que incluyan Glucemia en ayuno Hemoglobina glucosilada, perfil de lipidos
(Colesterol total, Triglicéridos HDL, LDL) se anotaran también en la hoja de control. En caso
contrario, se solicitaran al laboratorio, recabandose resultados y anotandose los resultados

La medicion de niveles de AGP mediante ELISA (27). Se realizara en el laboratorio de
autoinmunidad del INER, el mismo dia, manteniendo la muestra en refrigeracion, a fin de que
no se altere la medicién

El andlisis estadistico se realizara por medio de analisis de varianzas siendo comparados los
niveles de PCR y AGP respecto al numero de componentes de Sx. Metabdlico y al resto de
variables analizadas, siendo enumeradas las que sean estadisticamente significativas, asi
como, las que se conoce segun la revisiébn de la literatura, que se relacionen mas con
liberacion de citocinas proinflamatorias. Los programas utilizados seran CurveExpert Version
1.38 para la correlacion de Densidad Optica y niveles de AGP. El analisis estadistico y
presentacion de graficos se realizara por medio del programa GraphPad Prism 4 for Windows,
asi como, SPSS 10.0 for Windows.

CONSIDERACIONES ETICAS.

A todo paciente que sea incluido en el estudio se le solicitara consentimiento informado por
escrito, con presencia de 1 testigo para toma de muestra sanguinea, asi como, para el uso de
sus datos bajo las siguientes condiciones

» Elingreso al protocolo de estudio es libre y voluntario

* No se condicionara la atencion en ningun servicio hospitalario a cambio de la participacion
y permanencia en este protocolo de estudio

* Los datos seran utilizados de forma confidencial

» Seran utilizados con unicamente con fines cientificos

* "Todos los procedimientos estaran de acuerdo con lo estipulado en el Reglamento de la ley
General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud.



PURIFICACION DE AGP

La glicoproteina alfa 1 acida se purifico en suero de ratén se purificé por medio del método de
fenol 6 extraccién en un solo paso

A partir de suero o plasma de conejo tratado con turpentina se purifica la proteina siguiéndose
el método de Chan & Yu para lo cual se tomé un volumen de suero, se incubd con un volumen
de Tris-HCI (10 mM, pH 7.4) y dos volumenes de fenol liquido (saturado con agua destilada
durante toda la noche) a 70° C por 20 minutos con agitacién constante. Después de la
incubacion la mezcla fue enfriada en hielo por 10 minutos y centrifugada a 10,000 g por 10
minutos a temperatura ambiente. Se recuperoé la fase acuosa, rica en AGP.

Se dializa en solucién de boratos durante 36 hrs y se concentré6 con membranas AMICON de
14 KDa de diametro. Se purificé por SDS-PAGE vy elusion pasiva, finalmente se cuantifico por
el método de Lowry

PREPARACION DE ANTIGENO PARA INMUNIZACION DE CONEJOS

Se empled un gel preparativo de poliacriamida de 8 cms, con 1 mg de AGP obtenida por
extraccion organica, la electroforesis se realizé a 100 v durante 2 hrs, al finalizar se cortaron
los extremos del gel, tinéndose con azul Coomassie (R-250 de SIGMA) o con nitrato de plata;
se localizé la banda correspondiente a 41 a 43 KDa y se corto la porcidn correspondiente sin
tefir

Se tritura colocandose en la jeringa que se empled para la inmunizacién, congelandose y
descongelandose en 3 ocasiones (-70°C, TA) para romper la red de archilamida; con la ayuda
de una llave de 3 vias se agregaron 500 pl de solucién salina isotdnica (SSI) estéril y 500 pl de
adyuvante completa de Freund (SIGMA), mezclandose hasta obtener una emulsion

ESQUEMA DE INMUNIZACION

Se utilizaron 2 conejos de la cepa Nueva Zelandia de aproximadamente 2 kg de peso y 6-8
semanas de edad. La emulsién antes descrita se inyecto via intramuscular en el cuarto trasero
del animal y se repitié el procedimiento a los 7 dias cuando se inyecté la misma dosis de



emulsion de antigeno, pero ahora con adyuvante incompleto de Freund en el cuarto contrario a
la primera administracion.

Se colectd sangre de las orejas en la semana 1,2 3,4 y se observo la reactividad de la proteina
a ala proteina por inmunodifusion radial, en la semana 8 se reté nuevamente con el antigeno
cuantificado y purificado por la columna de afinidad, la dosis que se utilizé fue de 300 ug de
proteina en 500 pl de SSIy 500 pl de adyuvante incompleto de Freund; Se preparo la emulsion
y se aplicd en subcutaneamente en 10 a |5 lugares diferentes en el lomo del conejo
previamente rasurado. Se determiné la presencia del anticuerpo a los 6-8 dias después de la
administracion por métodos convencionales como fue Olichterlony, o ELISA de captura y se
procedio a al sengria en blanco del animal

QOMPROBACION DE LA PRESENCIA DE L ANTICUERPO ANTI GLICOPROTEINA ALFA 1
ACIDA EN EL SUERO DEL CONEJO

Para determinar la presencia del anticuerpo se llevé acabo la técnica de Odlchterlony 6
inmunodifusién radial, donde se utilizé un pozo central con antigeno purificado y seis pozos
laterales con diluciones seriadas en SSI del suero de conejo inmunizado y viceversa, en un gel
de azarosa, que se mantuvo con temperatura ambiente durante toda la noche Al dia siguiente
se observo a contraluz y para su mejor apreciacion, se tifid con azul Coomassie al 1% y se
seco entre dos hojas de papel celofan. Una vez cubierto el esquema de inmunizacion vy
comprobada la presencia del anticuerpo especifico, se procedié a la sangria en blanco de los
animales

PRECIPITACION DE LAS GAMMAGLOBULINAS DEL SUERO CON SULFATO DE AMONIO

De la sangre obtenida del conejo se separ6 el suero por centrifugacion a 3500 rpm durante 20
minutos. Manteniéndose en bafio de hielo a un volumen de suero se agrega un volumen igual
de agua saturada de sulfato de amonio, gota a gota y con agitacion. Se centrifuga a 10,000
rpm por 10 minutos, descartandose el sobrenandante, disolviéndose el boton en un volumen de
PBS igual al del volumen original del suero. Se precipitd nuevamente la solucion de
gammaglobulinas, adicionando un volumen de amonio saturado por cada dos volumenes de
suero, centrifugandose y descartandose el sobrenadante para redisolver el precipitado en PBS,
repitiéndose 2 veces mas. El sobrenandante se conservé en refrigeracion a 4° C para su uso
posterior. Se dializ6é conforme se fue utilizando y se reconstituy6 proporcionalmente.

COMPROBACION DE LA ESPECIFICIDAD DEL ANTIGENO: ELISA DIRECTO

Para comprobar la especificidad del anticuerpo se realizdé un ensayo de ELISA directo donde
los pozos se sensibilizaron con AGP purificada por columna por la columna en una
concentracion dfe 1 pug en solucién amortiguadora de carbonato de sodio durante 3 hrs a 37°C.
como control interno se utilizé una tira alterna sensibilizada solo con solucion amortiguadora Se
lavd 2 veces con 200 pul PBS Tween 20 al 0.05% Se bloquearon los sitios inespecificos con
200 pl de gelatina al 3% en PBS Tween toda la noche a temperatura ambiente.

Se elimind la solucién de bloqueo, se lavé una vez y se agregaron 100 pl de diluciones de
anticuerpo precipitado con sulfato de amonio y dializado con PBS 1:100, 1:1000, asi como,
100pl de aquellas fracciones de la columna de afinidad que presentaron absorbancias
significativas y diluciones del suero de ambos conejos sin tratar.1:100 y 1:1000; se inicuo por 3
hrs a 37° se lavd 10 veces con 200ul de PBS Tween al 0.05% por dos minutos cada uno,
agregandose al fina anticuerpo antibiotinilado, se incubd por 1 hr, se lavd 10 veces més y se
agreg6 OFD, deteniéndose la reaccidon con H2S04 leyéndose posteriormente

ENSAYO DE WESTERN BLOT

Una vez realizado el SDS PAGE de sueros de ratones inducidos con turpentina como
problema y sueros de ratones sin inducir como control; el gel resultante se transfiere a una
membrana de nitrocelulosa (Trans-Blot Bio-Rad) a 100 V durante 1 hr Al finalizar la membrana
se tifd con rojo Ponceau (SIGMA) para establecer la eficacia de la transferencia e identificar



los componentes transferidos. Se elimind el colorante sumergiendo la membrana de
(Hidroxido de sodio NaOH) triton disuelta en PBS-Tween 20 al 0.1% durante toda la noche

Para la inmunodeteccién se elimind la solucion de bloqueo y sin enjuagar se adicionaron los
anticuerpos primarios en las siguientes condiciones

Todas las diluciones se realizaron en PBS Tween 20 al 0.1% BSA al 1%

Sueros de conejo inmunizado 1 y 2 dilucién 1:300

Gammaglobulinas de conejo inmunizado precipitadas con sulfato de amonio 1:600
Anticuerpos antiAGP purificados por columna de afinidad de en diluciones 1:100
Control positivo, anticuerpo antiAGP purificados comercial 1:200

Control negativo gammaglobulinas de conejo no inmunizado 1:600

Se incubo durante 3 hrs a 37°Con agitacion constante, posteriormente se decanto el suero y la
membrana se lavd 5 veces con 5<minutos de duraciéon cada lavado, Se adicioné anticuerpo
secundario (anticonejo acoplado a biotina 1:1000) (SIGMA) vy se incubd a 37° con agitacion
durante 1 h protegido de la luz, se lavé nuevamente y se agrego el conjugado streptavidina-
peroxidasa 1:1000 disuelta en PBS tween 20 al 0.1% durante 1 hr se lavo y se revel6 con 4-
cloronaftol hasta observar las bandas nitidas el contraste adecuado. Se lavé con agua
dejandose secar.

ELISA POR INHIBICION

Para sensibilizar pozos se toman 30 ml de carbonato de sodio pH 9.2 (calculado a 100
microlitros/pozo) aforado con 1.76 ml de un concentrado de antigeno de AGP humana de 1700
microgramos por mililitro (calculado a 10 microgr/pozo) Se deja incubar por 3 hrs a 37°C
realizandose posteriormente 5 lavados con PBS tween con agitacién por 5 minutos

BLOQUEO
Se agregan 200 microlitros de PBS albumina al 3%, dejandose en incubacion toda la noche,
lavandose nuevamente en 5 ocasiones con 5 minutos de duracién en agitacion

Una vez terminado se agregan a todos los pozos (menos a 2 de control) 50 microlitros de Ab
AGPh (10 microgramos/ml diluidos en PSB Alb al 3%) dejandose en incubacion a 37C por 1 hr
en agitacion a 600 rpm

Concluida la incubacion con el anticuerpo, se agrega 50 microlitros de Ab AGP de conejo (2.5
microgramos/ml diluidos en PSB Albumina al 3%) dejandose en incubacion por 1 hr a
temperatura ambiente con 5 lavados con PBS tween con agitacion por 5 minutos

DILUCION DE MUESTRAS
Se tomaran 2 diluciones de las muestras de los pacientes,(1:20 y 1:80) siendo medidas por
duplicado

REVELADO

El revelado se realiza por medio de una solucion de OP, Citrato con pH 5 0.1M dejandose por
3 minutos y se finaliza la reaccion a los 7 minutos con HCI al 2.5% 50 microlitros por pozo
leyéndose en Labsystem Multiskansystem MS ® con filtro 5: 492

ESTANDARIZACION DE NIVELES DE AGP

En la preparacion de los pozos que nos serviran para estandarizar los niveles de AGP se
agrega previo al revelado en el pozo inicial 10 mcg de AGPh en relacién 1:10 iniciandose
diluciones llegandose hasta 1:360 colocandose por triplicado a fin de determinar los niveles de
AGP en relacion con la Densidad Optica (DO) siendo medidas por triplicado, y posteriormente
se realiza el resto del procedimiento



RESULTADOS

Se presentan los datos de distribucion y de la medicion de las variables en la Tabla 1

Tabla 1
Hombres Mujeres
CONTROLES 2 8
Edad promedio 24.5 25.5
PACIENTES 9 31
PCR (mg/L) 3.5 1.2
AGP (mg/dl) 1.1 1.02
Edad promedio 53.5 60.9
Componentes de Sx. Metabélico 3 3.5
(ATP 11I)
IMC 27 30.2
Perimetro Abdominal (cms) 90.6 102.7
Glucemia (mg/dl) 136.7 166.0
Hb 1Ac (%) 7.0 8.6
Colesterol (mg/dl) 184.3 217
Triglicéridos (mg/dl) 169.2 229
HDL (mg/dl) 38.2 42.7
LDL (mg/dl) 112.2 170
PCR (mg/L) 3.5 4.1
AGP (mg/dl) 1.04 1.09

Una vez leida la placa correspondiente a curva de dilucion se realizan promedios de las 3
mediciones de cada dilucion y por medio del programa Curve expert 1.3 se realiza una curva de
correlacion entre las concentraciones conocidas y la Densidad Optica obtenida, obteniéndose
analisis para la conversion de los datos obtenidos de densidad dptica a mg/dl (Imagen 1)

De forma global no se encontrd una correlacion con significado estadistico. Los niveles de AGP
se mantuvieron en niveles normales en pacientes (Rango 0.86 a 1.335 mg/dl media 1.04 mg/dl)
como en controles (Rango de 0.91 a 1.2 mg/dl, media de 1.04 mg/dl), sin importar el nimero
de componentes del Sx. Metabdlico, o el nivel de alguno de sus componentes

Por lo que respecta a los niveles de PCR y el nUmero de componentes de Sx. Metabdlico se
realiza un andlisis de varianza encontrandose una P= 0.2609 siendo no significativa Con
prueba estadistica de Bartlett con correccion mostrando una P= a 0.0399

De los pacientes de Consulta Externa de Medicina Subsecuentes ya con Dx de Sx metabdlico en
su consulta previa, que al momentos de tomarse muestra se encontrd una disminucion del
nimero de componentes al encontrado en su expediente se dejaron indicados en el grupo con
1y 2 componentes

En la relaciéon entre edad y sexo no se encontrd una relacion estadistica P= 0.1001 y respecto
al nivel de Triglicéridos en relacion a PCR se tiene una P= 0.9005

Se analiza si con el incremento del perimetro abdominal y el indice de Masa Corporal se
incrementa PCR, encontrandose que el incremento del PA mujeres es estadisticamente
significativo con una P 0.0219, no encontrandose en hombres; el IMC para ambos grupos
resultd no significativo con una P= 0.1007

DISCUSION

El analisis grafico entre los niveles de AGP y el niUmero de componentes de Sx metabdlico se
encuentra sin una diferencia, ya que, en ningn momento AGP muestra cambios en sus
concentraciones respecto al nimero de componentes de Sx metabdlico encontrandose tanto
controles como pacientes dentro de rangos normales (< 2 mg/dl) Confirmandose la hipétesis
nula.



En el andlisis estadistico de los niveles de PCR en relacion al nimero de componentes del Sx
metabdlico y a cada uno de los parametros de forma individual, no se encontré una asociacion
estadisticamente importante, probablemente por el tamafo de la muestra, sin embargo los
siguientes parametros al andlisis grafico se encuentra una relacién

PCR en relaciéon al nimero de componentes del Sx metabdlico se relacionan al analisis grafico,
pero no estadisticamente (P=0.2609) Sin embargo se encuentra en la bibliografia el aumento
de los niveles de PCR en promedio con teniendo el diagndstico de Sx metabdlico es de 4 mg/L
(29) encontrandose en el grupo 4.1 mg/ dl en promedio

PCR en relacién a edad y sexo no se encuentra una relacion estadisticamente significativa a la
reportada en la literatura, Pero se replica que controles masculinos (entre 20-30 afos)
muestran un mayor nivel que los controles femeninos (28) Conforme aumenta la edad las
mujeres siempre se encuentra una mayor elevacion en mujeres respecto a los hombres en los
niveles de PCR sin importar el nimero de componentes del Sx metabdlico (28,30)

Los factores que en diversos estudios han mostrado una mayor asociacion con la elevacion de
niveles séricos de PCR son el incremento del PA e IMC (30), encontrandose Unicamente en
este estudio una asociacion estadisticamente significativa en el incremento del PA en mujeres

El resto de los componentes de Sx metabdlico y variables medidas no mostraron una asociacion
con los niveles de PCR 6 AGP.

El que no se encuentren asociaciones entre el nimero de componentes del Sindrome
metabolico como lo reporta la literatura se debe probablemente a tamano de la muestra, asi
como, al manejo previo de Tratamiento con estatinas, antihipertensivos, hipoglucemiantes,
acido acetilsalicilico, etc, ya sea sélo o combinados.

También llama la atencion que los pacientes que presentan el mayor nivel de PCR no son los
que presentan un mayor nimero de componentes de Sx metabdlico, o que en alguno de los
parametros medidos sea el de un nivel mas alto comparado con el resto de pacientes

Los resultados de estudio se correlacionan con los de la bibliografia mencionandose al tejido
adiposo como un drgano enddcrino, productor de diversas citocinas proinflamatorias, asi como,
citocinas responsables de la resistencia a la insulina. Teniéndose una relacion causa efecto (30)

El que no se encuentren cambios en relacion a los niveles de AGP se puede encontrar en la
literatura en diversos padecimientos como, Artritis reumatoide, incluso en Oncologia,
encontrandose mas que un cambio cuantitativo, uno cualitativo. El incremento de la
glucosilacion de AGP se ha observado en estos casos, siendo una vertiente nueva para su
estudio (31, 32), aunque llama la atencion que diversos pacientes se encuentran con uno o
varios parametros elevados 2 6 mas veces sobre el nivel normal, sin que esto modifique las
concentraciones de AGP

Swmnmary for the patients
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Dentro de la técnica de para la obtencion de los niveles de AGP se realiza la estandarizacion de
los niveles de AGP, realizandose una curva de dilucidn, teniéndose una r= 0.97, mostrando
confiabilindad en la relacion entre Densidad Optica y los niveles séricos. Se hicieron en 2
ocasiones pruebas para buscar la dilucién adecuada encontrandose que la dilucién 1:20 y 1:80
son las mas adecuadas para esta curva, teniéndose un rango de deteccion de 2.2 a 40 mg/dl de
AGP en suero.

Dentro de las pruebas con las muestras se realizd en 2 ocasiones, ya que, en el revelado se
esperaba de forma mas lenta (por lo menos 10 minutos) siendo mas rapido, deteniéndose el
revelado de las pruebas y la prueba final entre los 4 y 7 minutos

Se obtuvo una técnica confiable, reproducible, teniendo en cuenta que la proteina es
sumamente estable a la temperatura, acidez y el contacto con otras sustancias

Aungue es una proteina con mayor estudio y utilizacion en Europa, se pueden obtener kits
comerciales para su medicion. Teniéndose una opcion mas para poder llevar a cabo ensayos
clinicos con esta



GRAFICA 1
Niveles de PCR y AGP en relacion al nimero de componentes de Sindrome Metabdlico
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GRAFICA 2
Niveles de PCR en relacion al nimero de componentes del Sindrome Metabdlico
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GRAFICA 3
Niveles de AGP en relacion al nUmero de componentes de Sindrome Metabdlico
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GRAFICA 4 )
Niveles de PCR en relacion al Indice de Masa Corporal
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GRAFICA 5
Niveles de PCR en relacion al Perimetro Abdominal en Mujeres
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GRAFICA 6
Niveles de PCR en relacion al nivel de Triglicéridos
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IMAGEN 1

Niveles de AGP en relacién a Densidad Optica
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ANEXOS

Hospital General “Manuel Gea Gonzdlez"
Medicina Interna

CORRELACION DE NIVELES SERICOS DE AGP y PCR EN RELACION CON EL

NUMERO DE COMPONENTES DEL SINDROME METABOLICO
Dr. Fernando Rodriguez Garcia RIVMI

Sobrepeso: 25-29.9 Kg/ m?
Obesidad: > 30 Kg/ m

Paciente Expediente No Control
TOMA Paréametros
EDAD
DEXTROSTIX Mayor de 180 mg/dI
GLUCEMIA Mayor de 180 mg/dI
Hb GLUCOSILADA <7%
IMC Normal: 18.5 — 24.8 Kg/ m”

PA <102 cms en Hombres

<88 cms en Mujeres
COLESTEROL 200 Deseable
200-239 Limitrofe
>240 Alto
TRIGLICERIDOS <160 normal

> 160 alto

HDL 40 Bajo
>60 Alto

LDL 100 Optimo

100-129  Subdptimo
130-159  Limitrofe
160-189  Alto

>190 Muy alto

PCR

AGP




Secretaria de Salud. Hospital General "Dr. Manuel Gea Gonzalez".
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

De acuerdo con los principios de la Declaracion de Helsinki y con La ley General de Salud, Titulo Segundo. De los
Aspectos Eticos de la Investigaciéon en Seres Humanos CAPITULO | Disposiciones Comunes. Articulo 13 y 14.- En
toda investigacion en la que el ser humano sea sujeto de estudio, deberan prevalecer el criterio del respeto a su
dignidad y la proteccion de sus derechos y bienestar. Debido a que esta investigacion se consider6 como riesgo
minimo o mayor de acuerdo al articulo 17 y en cumplimiento con los siguientes aspectos mencionados con el Articulo
21:

Se me ha explicado que padezco Diabetes Mellitus y se me ha propuesto participar en el protocolo de investigacion:
CORRELACION DE NIVELES SERICOS DE AGP y PCR EN RELACION CON EL NUMERO DE COMPONENTES
DEL SINDROME METABOLICO Siendo la importancia de este estudio el valorar diferentes proteinas en la sangre
como indicadores del control de DM2, asi como, para valorar las posibles complicaciones

Se me ha informado que se me tomara una muestra adicional al que se me tomo en mis examenes para la consulta, de
10 ml de sangre por la vena, asi como mediciones inonfesivas de peso, talla y de cintura

Las posibles complicaciones de la toma de la muestra de sangre son moretones, sangreso e infecciéon. Resolviéndose
como maximo en 15 dias

Los resultados del presente estudio ayudaran a comprender mejor el origen y complicaciones de la enfermedad que
presento, a fin de mejorar mi tratamiento y el de otros pacientes

Entiendo que:

. El ingreso a este estudio es de forma voluntaria

. Se me resolvera cualquier duda acerca del estudio, condiciones, riesgos y beneficios que se obtenga de el

. Los datos seran utilizados de forma anénima y confidencial

. Seran utilizados con unicamente con fines cientificos

. Y que puedo abandonar el estudio en cualquier momento, sin que se me condicione la atencién en ningun servicio
de la institucion

Se utilizaran los estudios de laboratorio con que se acude a la consulta y en caso de requerirse mas estudios de
laboratorio para ser incluido en el protocolo de estudio seran absorbidos por el fideicomiso para la Investigacién y no se
cobraran al paciente

Con fecha , habiendo comprendido lo anterior y una vez que se me aclararon todas
las dudas que surgieron con respecto a mi participacion en el proyecto, acepto participar en el estudio titulado:
CORRELACION DE NIVELES SERICOS DE AGP y PCR EN RELACION CON EL NUMERO DE COMPONENTES
DEL SINDROME METABOLICO

Nombre y firma del paciente o responsable legal
Testigo Testigo
Nombre y firma del testigo: . Nombre y firma del testigo:
Direccion: Direccion:
Relacién que guarda con el paciente: Relacién que guarda con el paciente:

Este documento se extiende por duplicado, quedando un ejemplar en poder del sujeto de investigacion o de su
representante legal y el otro en poder del investigador.

Para preguntas o comentarios comunicarse con el Dr. Simén Kawa, presidente de las Comisiones de Etica y de
Investigacion al (01 55) 5666-6021
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