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CAMINO

Este camino es de polvo y de piedra
y entre montes y collados serpentea,
cubierto de cardos. abrojos y lajas que
cortan los pies de quien al pasar se lanza.

Este camino es de polvo y de piedra
y a su vera el agua es escasa

el polvo a la garganta seca

y la piedra a la intrepidez quebranta.

Este camino es de piedra. Sefior

y creo que la senda no podré terminarla,
pues no hallo sombra en la vereda
que su fresco de y me de la calma.

Este camino es de polvo y de piedra,
dura superficie de textura arida,

en donde la vida muere

y en donde el esfuerzo falla.

Este camino es de polvo y piedra
es el que por donde todos pasan

es la vida misma, mi amor,

en donde comienza y en donde acaba.
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LISTA DE ABREVIATURAS

DM Diabetes mellitus

LDL Low Density Lipoprotein, Lipoproteina de baja
densidad.

GNE Glicacion no enzimatica.

SSA Secretaria de Salud y Asistencia.

FUNSALUD Fundacion Mexicana para la Salud.

DMID Diabetes mellitus insulino dependiente.

DMNID Diabetes mellitus no insulino dependiente.

APO A Apoliproteina A-l.

APO B Apoliproteina B-100.

HDL High Density Lipoprotein, Lipoproteina de alta densidad.

VLDL Very Low Density Lipoprotein, Lipoproteina de muy
baja densidad.

LCAT Lecitin colesterol-acil transferasas.

LL Lipasa de las lipoproteinas.

HF Hipercolesterolemia familiar.

EDTA Acido Etilen Diamino Tetracético.

DETAPAC Dietilentriaminopentanoacido acético.

NBT Nitro Blue Tetrazolium, Nitro azul de tetrazolio.



HbAlc Hemoglobina glicada

ANOVA Analisis de Varianza,

IMC Indice de masa corporal.

IC Intervalo de confianza.

CcvV Coeficiente de Variacion.

PGA Productos avanzados de glicacion.

PVS Polivinil sulfato.
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RESUMEN

En pacientes con diabetes mellitus (DM) un estado cronico de hiperglicemia
provoca que el nivel de glicacion no enzimatica de las proteinas del suero se
encuentre elevado. Esta reaccion comienza con la union no enzimatica de la glucosa
con los grupos amino libres de las proteinas o de los péptidos de la sangre,
comenzando el proceso con una base de Schiff labil, que a su vez experimenta un
rearreglo quimico dando lugar a los productos de Amadori también llamados
fructosamina, que se han relacionado directamente con las complicaciones cronicas
de los pacientes con ésta enfermedad. Esta modificacion quimica de tipo no
enzimatico trae como consecuencia, alteraciones estructurales y funcionales de éstas
proteinas provocando disfunciones en su metabolismo y de los lipidos relacionados
con las mismas, como lo son el colesterol y los triglicéridos. Se ha reportado (61,
62) que la glucosa es capaz de formar cetoaldehidos por un proceso de oxidacion y
éstos se unen de forma covalente a las proteinas, contribuyendo de manera
substancial a su glicacion, Este proceso puede inhibirse mediante el empleo de
diversos agentes. entre ellos, los quelantes y antioxidantes como los son los
tocoferoles (vitamina E). Al inhibirse el proceso de glicacion no enzimatica con el

uso de la vitamina E, podria plantearse como un recurso terapéutico eficaz en la
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prevencion de los factores que condicionan la aparicion de las complicaciones

cronicas en la diabetes mellitus.

Por tal motivo, nuestro objetivo fué el investigar los efectos de la vitamina E
(a-tocoferol) sobre la glicacion no enzimatica de las proteinas del suero
(fructosamina), de la hemoglobina, y sobre los niveles de colesterol total
triglicéridos, colesterol-LDL, colesterol-HDL, apoliproteina A-I. apoliproteina B-
100, contando para ello con sesenta pacientes diabéticos con descontrol metabolico
cronico quienes fueron asignados al azar para recibir 1200 mg/dia de vitamina E o
capsulas idénticas de un placebo durante dos meses cada una, siguiendo un diseio
doble ciego cruzado con un periodo de lavado entre cada régimen terapéutico. 9
pacientes fueron excluidos por razones no relacionadas con los medicamentos. En
los 51 pacientes restantes los niveles de glicemia, fructosamina, HbA,c, colesterol
total, colesterol-LDL, colesterol-HDL, apoliproteina A-l, apoliproteina B-100 no
mostraron variaciones significativas con la vitamina E en comparacion con el

placebo.

Trabajos previos han reportado una disminucion dependiente de la dosis de
vitamina E en la fructosamina y hemoglobina glicada (HbA¢) después de la

administracion de 600 0 1200 mg de vitamina E. Sin embargo, los resultados
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obtenidos en el presente trabajo no concuerdan con lo hallado en los estudios arriba

mencionados pero si con los obtemidos Reaven et al (90).

Podemos concluir de éste trabajo que no se observaron efectos significativos
de la vitamina E en pacientes con diabetes mellitus descontrolados, en las
concentraciones de glicemia, fructosamina, HbAc, en comparacion con el placebo.
Tampoco se observaron variaciones significativas que mejoraran la condicion del
paciente en las concentraciones de lipidos presentes en el suero como el colesterol
total, colesterol-LDL, colesterol-HDL, triglicéridos, apoliproteinas  A-l

apoliproteinas B-100.

Led
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INTRODUCCION

Durante éste siglo, paises en vias de desarrollo como Meéxico han
experinicnlado una transicion tanto en los habitos de vida como en los de consumo.
ya que de predominantemente rural ha habido un cambio a significativamente
urbano. Esto ha traido grandes transformaciones y adelantos en el campo de la salud.
sin embargo, aun se mantienen grandes rezagos que impiden que los beneticios de
estos logros lleguen a todos los habitantes y por el contrario propicien cambios en
los habitos nutricionales que se encuentran directamente ligados con la salud . Por
tal motivo. se observa en las enfermedades cronicas un incremento en su frecuencia
de aparicion, aunado a esto, se encuentra la predisposicion genética que en-estas
condiciones estimulan el desarrollo de tales enfermedades. llegando al punto de que
muertes por hipertension arterial, dislipoproteinemias y diabetes mellitus ocupen un

lugar importante dentro del total de las defunciones que en un pais se dan.

La diabetes mellitus (DM) esta caracterizada por diversos sintomas clinicos
originados por la deficiente actividad de la insulina, éste transtorno es un grupo

heterogéneo de alteraciones que llevan a un estado constante de hiperglicemia (1).
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LLa DM ha sido considerada por la Organizacion Mundial de la Salud
(O.M.S.) desde 1940 como un problema de salud a nivel mundial (2). Se tiene el
dato de que la DM afecta al 5 % del total de la poblacién de los l*',sllados Unidos y
que es la 5a. causa principal de muerte en ese pais (3). En México estudios
realizados hace treinta afios por el doctor Salvador Zubiran, reflejaron que la
prevalencia de la DM era menor al 4% (4). En otros estudios se ha encontrado en
hombres de la Cd. de México una prevalencia de la DM del 10.6% y en mujeres del
14.8% (5). Sin embargo, en el estudio mas reciente (Encuesta Nacional de
Enfermedades Cronicas) realizado en conjunto por el Instituto de Epidemiologia de
la SSA y el Instituto Nacional de la Nutricion Salvador Zubiran, dié como resultado
que la prevalencia de la DM en la poblacion de México es del 8.2% (6). Esto indica
que en este periodo de 30 arios, se ha duplicado el porcentaje de la poblacion que

presenta esta enfermedad.

También se sabe que en el caso de los méxico-estadounidenses presentan una

prevalencia dos a tres veces mas alta que la poblacion negra o blanca no hispana (7).

Todo esto sitia a los mexicanos como una poblacion muy susceptible a la D.M.

Debe ser tomado en cuenta de que la DM junto con el tabaquismo, la

hipertension arterial y las dislipoproteinemias, son factores de riesgo para el
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desarrollo de ateroesclerosis, que también constituye una de las complicaciones

cronicas de la DM,

A principios de siglo no era posible discutir sobre las complicaciones
cronicas de la DM por que los pacientes no vivian lo suficiente para desarrollarlas,
puesto que morian por cetoacidosis o mas tarde por infecciones. Con el
advenimiento de la insulina la mayoria de los pacientes diabéticos aumentaron su
esperanza de vida; sin embargo, no puede decirse lo mismo sobre la calidad de ésta,
porque ahora mueren por las complicaciones crénicas de la DM como son las

cardiopatias, renopatias, angiopatias, etc. (2, 8).

La DM es un sindrome clinico que puede obedecer a distintas causas y
existen tanto formas primarias como secundarias de la enfermedad. Las primarias
son aquellas en las que no hay asociacion con otra condicion que las cause o las
modifique, son el resultado de una susceptibilidad individual determinada

genéticamente para expresar la enfermedad (9).

De acuerdo con la Fundacion Mexicana para la Salud (FUNSALUD) la DM
se clasifica en: Insulinodependiente y No Insulinodependiente (11). Una serie de
estudios de grupos familiares parece indicar que los dos grupos obedecen a razones

genéticas (12).
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DIABETES MELLITUS Y ATEROSCLEROSIS.

La aterosclerosis. una complicacion de la DM conlleva u;;mifcslaciuncs
consistentes en el engrosamiento de la tinica intima de la arteria como resultado de
depositos de material lipoide en ella, a lo que se denomina placas ateromatosas o
ateromas (1. 14, 15). Estos se producen principalmente en zonas donde la
circulacion es turbulenta y no afecta las regiones en que existe una baja tension

arterial (14).

Ademas, suelen atacar la aorta abdominal y las arterias principales de las
piernas en mayor grado que la toracica, surgiendo también en las arterias coronarias,

cerebrales y periféricas (1).

Mediante el estudio en diversas especies ha sido posible hallar
denominadores comunes al desarrollo de aterosclerosis: 1) niveles elevados de
colesterol en suero, y 2) alteracion de la relacion de las lipoproteinas a: 3 en favor

de un aumento de colesterol en las lipoproteinas f3.

En los diabéticos, la aterosclerosis se presenta de forma idéntica a la que

presentan los no diabéticos, pero de manera precoz (14).
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LLa DM ha sido identificada como un factor de riesgo en el desarrollo de
ateroesclerosis, independientemente de otros factores de riesgo los cuales
frecuentemente coexisten como hipertension y dislipoproteinemias (16). La
acelerada ateroesclerosis del diabético ain no esta del todo entendida. Una posible
explicacion es que existe un incremento de modificaciones de tipo quimico
postsintéticas de las Apoproteinas de las lipoproteinas, entre las cuales se halla la
modificacion de la LDL (lipoproteina de baja densidad) por oxidacion, glicacion del
componente proteico o ambas que pueden inducir dano endotelial y acelerar la
formacion de células espumosas (foam cells) en la intima arterial (17). Se ha
demostrado que ocurren in vivo varios tipos de modificaciones quimicas, como la
glicacion no enzimatica (GNE) de la apo B (apoliproteina B-100) de la LDL que se
lleva a cabo en mayor medida en diabéticos con hiperglicemia cronica (17, 18), que
puede inducir la lesiéon endotelial (18, 19, 20, 21, 22), en contraste con la LDL

nativa que no estimula la formacion de células espumosas (foam cells) (20).

PAPEL DE LA INSULINA EN LA REGULACION DE LA GLUCOSA

SANGUINEA.

La hormona insulina juega un papel central en la regulacion de la

concentracion de la glucosa sanguinea. Esta hormona es producida por las células 3
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de los islotes de Langerhans del pancreas y es secretada a la sangre en respuesta
directa a la hiperglicemia. Su concentracion en la sangre es paralela a la de la
glucosa sanguinea. La biosintesis de insulina también se estimula con arginina,
leucina, manosa. etc. y se inhibe con la adrenalina y otras hormonas antagonicas

(23).

En la diabetes mellitus la glicemia esta anormalmente alta debido a la falta de
la accion insulinica a nivel celular. Este defecto puede deberse bien a una mala
funcion de las células B, dando lugar a la falla total o parcial en la sintesis y/o
secrecion de insulina como en la diabetes mellitus insulino dependiente (DMID o
DM tipo 1) o bien a una combinacién de una secrecion "perezosa” de insulina por
parte de la célula B con una reduccion asociada en la respuesta celular a la insulina,

como en la diabetes mellitus no sulino dependiente (DMNID o DM tipo 1) (1, 14,

23).

La disminucion de la respuesta a nivel celular puede deberse a una reduccion
en la afinidad o en el nimero de receptores de insulina (defecto en el receptor) y/o a
la incapacidad de la insulina para poner en marcha los procesos bioquimicos
intracelulares normales (defecto postreceptor). Esto trae por consecuencia la

alteracion del metabolismo celular, siendo la hiperglicemia la consecuencia mas
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evidente, aunque hay también transtornos profundos en el metabolismo lipidico y
proteico (23). Este factor constante de hiperglicemia es un factor causante de las
modificaciones quimicas de las proteinas del suero que altera su estructura y

funcion.

IMPORTANCIA DEL COLESTEROL

En el suero humano se encuentran 4 categorias principales de lipidos. como
acidos grasos libres, triglicéridos, colesterol y fosfolipidos, en mayor proporcion

(24).

A diferencia de otros lipidos, el colesterol no participa como lipido
energético, ademas de que puede ser sintetizado en el organismo por lo que no es un
nutrimento dietético esencial. Los alimentos que lo contienen son de origen animal:
sesos, visceras, huevos, leche, etc. Los vegetales estan libres de colesterol (25). La
importancia nutricional del colesterol se deriva del hecho de que ha sido relacionado

con enfermedades cardiovasculares como la aterosclerosis (10, 13, 14, 18).

El colesterol esterificado tiene como funcion la de ser reserva, depositandose
principalmente en el tejido adiposo, hepatico, goénadas, corteza suprarrenal vy

patologicamente en la pared arterial (25).
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GENERALIDADES DE LIPOPROTEINAS.

Las lipoproteinas del plasma son complejos que transportan lipidos insolubles
en agua entre los diversos organos a través de la sangre. La parte protéica de las
lipoproteinas contienen globulinas. Estas proteinas. una vez separadas de los lipidos
reciben el nombre de apoliproteinas o apoproteinas (APO) (14. 28, 29). La
estructura de ¢stas macromoléculas esta sujeta a cambios constantes, los que son

consecuencia de interacciones entre ellas, con las enzimas y con los receptores.

Ademas, existe hacia el plasma un ingreso continuo de particulas nacientes y
una remocion constante de particulas viejas. Estos movimientos dan como resultado

una gran heterogeneidad en las moléculas de lipoproteinas.

Los lipidos no polares, como los triglicéridos y los ésteres de colesterol, son
transportados en la parte central de la molécula esférica de la lipoproteina. El
colesterol que contiene un grupo hidroxilo polar, soluble en agua, es uno de los
componentes de la monocapa que conlstituye la superficie de las lipoproteinas. El
resto de la molécula de colesterol, que es insoluble, se localiza en el centro de la
molécula de la lipoproteina. Cada una de las lipoproteinas posee una o mas de las

apoproteinas que tienen varias regiones helicoidales con propiedades anfipaticas.
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Las regiones no solubles penetran en el nicleo no polar de la lipoproteina y las

regiones solubles se encuentran en la superficie en contacto con el ambiente acuoso.

Cada apoproteina posee determinantes especificos que le permiten funcionar
como cofactor de las enzimas o como ligando con los receptores de las superficies
celulares. Por lo tanto, las apoproteinas juegan un papel importante en las

lipoproteinas, desde los puntos de vista estructural y funcional (30, 31).

Se ha observado que la medicion de las concentraciones de las apoliproteinas
A-l y B-100 estan en relacion al desarrollo de enfermedades cardiacas y que el
determinar éstos dos componentes del suero puede ser mas util que el sélo medir el

colesterol total, el colesterol HDL y colesterol LDL (31).

NOMENCLATURA Y COMPOSICION DE LAS LIPOPROTEINAS.

Las lipoproteinas plasmaticas se clasifican segiun la metodologia para
separarlas que se basan en las técnicas de ultracentrifugacion preparatoria en
gradientes de densidad de cloruro de sodio o de cesio y en la técnica de
electroforesis en geles de agarosa por lo general (32). La nomenclatura refleja el

procedimiento empleado para aislarlas.
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El uso de la electroforesis para la separacion analitica y caracterizacion de las
lipoproteinas del suero esta bien establecido y se han usado varios soportes para este
fin, aunque el mayormente empleado es el gel de agarosa (30), en ¢l cual se lleva a

cabo una evaluacion cuantitativa de las lipoproteinas plasmaticas.

A través del uso de la ultracentrifugacion para separar las lipoproteinas se ha
logrado obtener cuatro clases diferentes de éstas, que son: Quilomicrones,
lipoproteinas de muy baja densidad o VLDL, lipoproteinas de baja densidad o LDL

y lipoproteinas de alta densidad o HDL (esquema 1).

QUILOMICRONES: Son las lipoproteinas de mayor tamaro entre los 750 a
12000 A, de diametro y cuya densidad es de 0.94 g/ml, siendo su funcién principal
el transporte de triglicéridos provenientes de la dieta hacia otras células del
organismo. La composicion de los quilomicrones obtenidos del plasma es: 86%
trighicéridos, 3% ésteres de colesterol, 2% colesterol libre, 7% fosfolipidos, 2%
proteinas. Los fosfolipidos mas abundantes son la fosfatidilcolina y la
esfingomielina, en cuanto a las proteinas contenidas aproximadamente el 12% es

Apo A (AL All y AIV), el 22% Apo B-48 y el 66% Apo C (28, 33, 34, 35).
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LIPOPROTEINAS DE MUY BAJA DENSIDAD (VLDL): Estas
lipoproteinas tienen un tamarfio entre 280 a 750 A, su densidad es de 0.93 a 1.006
g/ml y la funcion que realizan es la de transportar los triglicéridos sintetizados en el
higado asi como a otros lipidos a la periferia. Las VLDL contiene 55% de
triglicéridos, 12% de ésteres de colesterol, 7% de colesterol libre, 18% de
fosfolipidos y 8% de proteinas. Al igual que en los quilomicrones, los fosfolipidos
mas abundantes son la fosfatidilcolina y la esfingomielina. En cuanto a las proteinas,

contienen 30% a 35% de Apo B-100 y 50% de Apo C (28, 33, 34, 35).

LIPOPROTEINAS DE BAJA DENSIDAD (LDL): Estas son las
lipoproteinas de talla pequeiia (215-220) A. Para los humanos la LDL es la
lipoproteina mas abundante constituyendo del 40% al 50% de la masa total de
lipoproteinas circulantes en el plasma humano. (33). Esta clase de lipoproteina con
una densidad de 1.006-1.063 g/ml, es rica en colesterol y en sus ésteres y esta
constituye su principal transportador en el plasma siendo la lipoproteina que mas se
relaciona con la etiologia de la ateroesclerosis (26). La LDL esta constituida por 8%
de colesterol libre, 42% de ésteres de colesterol, 20% de fosfolipidos, 9.3% de
triglicéridos y 20% de proteinas que en este caso se trata de Apo B-100 en su mayor

parte (26).
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Se ha observado que la LDL o al menos sus componentes protéicos, son

derivados del catabolismo de las VLDL en el higado (26).

Cabe destacar que en la mayoria de los demas mamiferos la mas abundante es

la HDL (30).

El colesterol transportado proviene de tres fuentes: colesterol absorbido por la
dieta; por la via del catabolismo de las VLDL y los quilomicrones en ¢l higado;
colesterol sintetizado de forma endogena y colesterol no esterificado almacenado en

los tejidos periféricos (28, 33, 34, 35).

LIPOPROTEINAS DE ALTA DENSIDAD (HDL): Comprende a la
fraccion por ultracentrifugacion de una densidad de 1.063-1.210 g/ml. Las
lipoproteinas de alta densidad son las mas pequenas pues miden de 65-95 A de
diametro. La HDL constituye el principal sitio en el que ejerce su accion la enzima
clave en el transporte del colesterol que es la lecitin colesterol-acil transferasa
(LCAT) que transfiere los acidos grasos de la lecitina al colesterol. Su funcién
principal es el transportar el colesterol en exceso de las células hacia el higado
(transporte en reversa). Esta lipoproteina contiene un 8.1% de triglicéridos, 21.9%

de fosfolipidos, 20% de colesterol y sus ésteres y un 50% de proteinas entre las
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cuales estan presentes la Apo Al All, Cl y . pero destacando por su abundancia la

Apo Al (28, 33, 34, 35).

Como puede apreciarse el diametro de las particulas de las lipoproteinas
decrece conforme su densidad aumenta y paralelamente al incremento de la densidad

es el aumento de contenido de proteinas (27) (esquema 1).

IMPORTANCIA CLINICA DE LAS LIPOPROTEINAS.

Existen pruebas suficientes para sostener que las lipoproteinas aterogenas son
la VLDL y la LDL, principalmente la LDL ha sido sugerida como la fuente de
lipidos acumulados intracelularmente (17, 35). mientras que los niveles de HDL se
correlaciona inversamente con la patologia esclerdtica, tanto que se habla de un
efecto protector (35). Curiosamente se ha observado que las HDL aumentan durante
el embarazo y en la ingestion moderada de alcohol (26). Por esto mismo es
importante conocer ¢l metabolismo de las lipoproteinas, ya que un cambio en su
estructura, funcion o metabolismo, causado por modificaciones quimicas como la
glicacion no enzimatica, traera como consecuencia un desequilibrio general en el

organismo con posibilidad de ser causa de otros transtornos fisiologicos.
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METABOLISMO DE LAS LIPOPROTEINAS.

La lipasa de las lipoproteinas (LL) presente en las paredcs. vasculares es
insulinodependiente y su actividad se puede encontrar seriamente afectada (mas de
un 50 %) en el paciente con DM insulino dependiente (DMID) descompensada e
inclusive en el paciente con DM no insulino dependiente (DMNID) que mantiene
hiperglicemia basal sostenida (>145 mg/dl) por una deficiencia moderada o relativa

de insulina favoreciendo la aterogenesis (47).

El defecto hereditario de los receptores de la Apo B-100 causa Ia
hipercolesterolemia familiar (HF), descrita por Goldstein y Brown en 1985 (47). El
namero de estos receptores también disminuye en personas con dietas ricas en
colesterol y grasas saturadas: en este caso existe un fenomeno de "regulacion a la
baja" sobre la sintesis de los receptores. Al dificultar la captacion de las IDL
(lipoproteina de densidad intermedia), se sintetizan mas moléculas de LDL, que son

las particulas mas aterégenas (46),

Cuando las LDL se encuentran en concentraciones normales, su principal
destino es ser captadas por los receptores especificos de alta afinidad para la Apo
B-100. Estos receptores se encuentran en las membranas de las células del higado y

diversos tejidos periféricos y en ciertas invaginaciones de la membrana celular,




.
¢ o gy
DS A 3 he -
s Ll I = 4 2 - e corom S
e, TR R S - P .JE.‘( padT W
BT restdipes  [CSEIEATA X
5 =g i
P - AT, L5

% e
Ve e ta ¥ o
I O e

ESQUEMA I: Representacion csquematica de la estructura de las hipoproteinas.
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Las vesiculas endociticas. que intermmalizan a la LDL y la proteina receptora,
fusionan su membrana con la de los hsosomas cuyo contenido de enzimas
hidroliticas incluye una proteasa que transforma la Apo B-100 en aminoacidos libres
y una esterasa que transforma el colesterol esterificado en colesterol libre que puede
abandonar el lisosoma. En lo que se refiere al receptor de la Apo B. ¢ste puede ser
reciclado a las invaginaciones de la membrana y captar una nueva molécula de Apo

B-100 (29, 45, 46).

Cuando se excede la capacidad de depuracion de los receptores de la Apo B
por aumento de la concentracion plasmatica de las LDL. por modificaciones
quimicas postsintéticas de las LDL (oxidacion. acetilacion o glicacion no
enzimatica) o por defectos del receptor) (17, 18), las LDL son captadas por otro tipo
de receptores que reconocen a las LDL que han sufrido modificaciones en su
estructura quimica. Estos receptores se localizan en forma preferente en los
macrofagos del sistema reticulo endotelial diseminados en todo el organismo v que
se originan de los monocitos circulantes que pasan a los tejidos. Los depositos tienen
especial relevancia clinica cuando se ubican en la intima arterial (ateromas) o en

tendones (xantomas).

Después de la union de las LDL modificadas quimicamente a éstos receptores

atipicos, las lipoproteinas son interiorizadas y esto desencadena acontecimientos
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similares a los que ocurren en el receptor de las LDL nativas a excepeion de que en
¢éste caso no ocurre la retroalimentacion negativa sobre la sintesis del receptor
permitiendo la acumulacion indefinida de colesterol v la transformacion de los
macrofagos en células espumosas (foam cells). que son un elemento histologico

caracteristico de las placas ateromatosas v xantomas.

La concentracion plasmatica de la LDL se incrementa con la edad y se piensa
que esto ocurre porque decrece la expresion de receptores para la LDL y por lo tanto

se reduce la capacidad para su remocion (48).

Las HDL reciben de un modo continuo el colesterol libre que esta en las
membranas de todas las células del organismo. Este pasa a la superficie externa de la
lipoproteina y después de que actia la LCAT, pasa como colesterol esterificado al
nicleo lipoprotéico. En el plasma hay una proteina transportadora que lleva a cabo
el transporte de los ésteres de colesterol desde el nicleo de las HDL al nicleo de las
VLDL, lo que permite dirigir el colesterol hacia el higado sin necesidad de la

captacion directa de las HDL en éste organo (29, 45, 46).

Varios estudios han confirmado la existencia de una relacion inversa entre la

concentracion del colesterol de las HDL vy el riesgo aterogeno (49).

20



EFECTO DE LA VITAMINA E EN LA GLICACION DE LAS PROTEINAS DEL SUERO
EN PACIENTES CON DIABETES MELLITUS

GENERALIDADES DE LA GLICACION DE LAS PROTEINAS DEL

SUERO.

Como se ha mencionado. las proteinas del suero experimentan una
modificacion en su estructura y funcion debido a la adicion de glucosa a través de
una reaccion no enzimatica. Esto ocure de forma natural; sin embargo esta
incrementada en personas que sufren un desbalance del metabolismo de los
carbohidratos, un estado de hiperglicemia. Por esto, debe mencionarse la forma en

que se glican las proteinas del suero de forma individual.

HEMOGLOBINA: Aunque la hemoglobina no es una proteina libre en el
suero sino que esta en el eritrocito, experimenta una glicacion no enzimatica al igual
que las proteinas de éste. Cerca del 5 % de hemoglobina en una poblacion de células
rojas normales esta covalentemente unida a la glucosa dando por resultado la
formacion de un componente menor distinguible cromatograficamente designado por
Allen et al, 1958 como HbA I¢ (37) y en el paciente diabético ésta esta incrementada
de dos a tres veces (38), Su formacion es un proceso lento que se realiza en forma
continua a lo largo de la vida del eritrocito. Cuando la glicemia se eleva por encima
del rango normal, la HbA l¢ aumenta y en ello reside su importancia como indicador

del grado de control metabdlico retrospectivo del diabético, recordando que informa
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de lo acontecido con ella en el periodo de 6 a 8 semanas previas a su determinacion.
(39, 40). Al glicarse la molécula de hemoglobina modifica sus propiedades en
general, y en particﬁ!ar aumenta su afinidad por el O,, va que el 2-3 difosfoglicerato
que disminuye ésta afinidad no puede unirse a la valina terminal de la cadena b. Esto
hara que la hemoglobina ceda el O, a los tejidos periféricos con menos facilidad
produciendo hipoxia regional principalmente en los extremos venosos de los

capilares periféricos (39).

Los niveles elevados de HbA lc se han correlacionado con niveles elevados

de colesterol por lo que son factores de riesgo aterogénico (41).

ALBUMINA: La glicacion de la albumina ocurre predominantemente en un
grupo amino lisil especifico (42), con esto se inducen cambios en su estructura
terciaria y propizdades: disminuye en un 50% su capacidad de ligar
hipoglucemiantes orales y aumenta la micropinocitosis por parte de las células
endoteliales (39, 43, 44). Esta proteina también es un valioso indicador del grado de
control metabdlico del diabético, ya que aumenta su glicacion al incrementarse la
glicemia. Dada la vida media de ésta proteina su valor se relaciona con los
promedios glicémicos correspondientes al periodo de | a 3 semanas previas a su

determinacion (39). In vitro se ha observado que la albimina glicada aumenta su
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permeabilidad en un sistema de filtracion de la membrana basal glomerular de rata

contribuyendo esto a una albuminuria y/o dafo renal (44).

LIPOPROTEINAS: Como se ha mencionado anteriormente, la GNE altera
la estructura y funcion de las lipoproteinas evitando que los receptores especificos
en la membrana celular las reconozcan alterando el metabolismo de éstas, haciendo

que participen en procesos patologicos de aterogénesis.
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ANTECEDENTES

GLICACION NO ENZIMATICA DE PROTEINAS

Los ultimos anos han sido de gran actividad en la investigacion de las areas
clinica, morfolégica y bioquimica llegandose a establecer que el estado de
hiperglicemia es una consecuencia de la insuficiente accién de la insulina. siendo
tipico en el diabético. Han sido propuestas varias actividades citotoxicas de la
glucosa en las que se incluye una lenta glicacion no enzimatica de las proteinas la
cual trae alteraciones conformacionales y funcionales de las mismas (17, 39, 50, 51,

52, 53);

Se ha establecido que la extraordinaria diversidad en las proteinas se muestra
remarcada por las modificaciones postsintéticas. Una gran variedad de proteinas
debe muchas de sus propiedades funcionales a la union covalente de carbohidratos a
ciertos residuos aminoacidicos en la cadena polipeptidica de forma enzimatica (38).
Sin embargo, se ha observado que la glucosa se une no enzimaticamente de forma
covalente al grupo e-amino terminal de la lisina, el grupo guanidino de la arginina en

la cadena polipeptidica (50, 54, 55). Esta reaccion fué primeramente observada en el
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campo de la tecnologia en alimentos donde L. Camille Maillard demostrd que el
cambio de color experimentado por ciertos alimentos al envejecer se debia a la
reaccion entre azucares reductores y proteinas (38, 39, 50). Otros invésiigadm'es han
postulado una reaccion entre éstos azucares reductores con los aminoacidos libres en
las proteinas (56). Se ha encontrado que ésta reaccion no enzimatica ocurre en
proteinas celulares y del plasma /n vivo (57, 58), en un rango lineal relacionado a la
concentracion media de la glucosa en sangre v a la vida media de las proteinas
circulantes (35). Los pacientes diabéticos presentan de 2 a 6 veces incrementado el
riesgo de desarrollar una enfermedad coronaria, en comparacion a los no diabéticos
(34), ésto se debe a que el transporte de glucosa en los tejidos que pueden
desarrollar las complicaciones diabéticas no es modulado por la insulina y los
niveles elevados de glucosa en suero afecta directamente su metabolismo
intracelular. comprometiendo de alguna manera otros aspectos del metabolismo de la

célula (39).

Una explicacion al desarrollo de las complicaciones en los diabéticos es por
el papel potencial de la hiperglicemia, falta de insulina y el desbalance de otras
hormonas (58). Como consecuencia de la pérdida de la homeostasis de la glucc}nia.
destacan los mecanismos relacionados con la excesiva glicacion no enzimatica de

proteinas (46).




EFECTO DE LA VITAMINA E EN LA GLICACION DE LAS PROTEINAS DEL SUERO
EN PACIENTES CON DIABETES MELLITUS

Desde el punto de vista quimico, la glicacion no enzimatica es una reaccion
de condensacion entre un glicido reductor (glucosa) y a) el grupo e-amino de los
residuos de lisina, b) el grupo g-amino del N-terminal de la cadena polipeptidica v ¢)
los grupo amino de los aminoacidos que no forman parte de algin péptido (39, 54).
La reaccion entre el grupo aldehido del monosacarido y el grupo amino de la
proteina, produce una aldimina inestable (base de Schiff) (39, 50, 51, 54. 57, 58, 39.
60, 61, 62, 63, 64). La velocidad a la cual se forma (K1) es igual a la de su
disociacion (-K1 p K-1), por lo que su concentracion aumenta en funcion de la
concentracion de la glucosa, alcanzandose el equilibrio de la reaccion en pocas

horas. (60).

La base de Schiff asi formada experimenta un reordenamiento intramolecular
lento que la transforma en un compuesto mas estable (cetoamina, compuesto de
Amadori o Fructosamina) (3. 39, 60) (esquema 2). EI equilibrio de los productos de
Amadori es alcanzado en periodo de aproximadamente 28 dias, Con una proteina
dada los grupos amino mas susceptibles para formar productos de Amadori parecen
ser aquellos que estan proximos a los grupos que pueden participar en una catalisis
local acido-base del rearreglo de Amador (60). Esta transformacion es una reaccion
reversible que se establece en aproximadamente 4 semanas, desplazado hacia la

formacion del compuesto de Amadori. Por lo tanto. la determinacion de éste es un
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indicador integrativo de los valores medios de glicemia ocurridos en periodos
previos los cuales seran mas o menos retrospectivos de acuerdo a la vida media de la
proteina, 6 a 8 semanas para la hemoglobina y 2 a 3 semanas para las fructosaminas

del suero.

La concentracion de las aldiminas y cetoaminas varia en funcion de los
cambios ocurridos en los niveles de glicemia. ascendiendo cuando hay hiperglicemia
v descendiendo cuandq disminuye. El aumento en la concentracion de glucosa
incrementa proporcionalmente la velocidad de acumulacion del compuesto de

Amadori por un efecto de la ley de accion de masas, pudiendo seguir tres caminos:
A) Transformarse nuevamente en base de Schiff,
B) Transformarse en productos avanzados de glicacion tardia (PGA).
() Degradarse  oxidativamente  produciendo  acido  eritrénico  y

carboximetilisina (39).

Los monosacaridos se autooxidan mediante un proceso catalizado por
metales de transicion el cual puede ser inhibido por agentes quelantes y
acelerado por aniones fosfato, probablemente por una catalisis acido-base de la

dehidratacion-enolizacion del aldehido (61).
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[La acumulacién de cetoaldehido se aumenta al incrementarse la glucosa (61,
62). Wolf y Dean (61), han sugerido que paralelamente a la formacion de proteinas
glicadas y PGA via la formacion de aldimina y posterior cetoamina, la glucosa es
capaz de formar cetoamina por un proceso de oxidacion. La glucosa al igual que
otros o -hidroxialdehidos es capaz de generar H,O, o radicales hidroxilo y
cetoaldehido mediante un proceso de oxidacion catalizado por metales de transicion
(Glucooxidacion). Los cetoaldehidos resultantes de ésta oxidacion se unen en forma
covalente a las proteinas, contribuyendo de manera sustancial a su glicacion, por lo

menos in vivo (61).

La glucooxidacion es un proceso que puede inhibirse mediante el empleo de
diversos agentes entre ellos los quelantes (EDTA, dietilentriaminopentano-acido
acético o DETAPAC) y antioxidantes como galato de propilo, butilato de
hidroxianisol, butilato de hidroxitolueno usados en la industria alimentaria y
mientras que en la naturaleza existen los tocoferoles (Vit. E) y el acido ascorbico
(Vit. C) (65). El a-tocoferol es el antioxidante mas poderoso mientras que el
Y, B y el a-tocoferol tienen una potencia menor como antioxidantes (66). La
actividad metabolica de la vitamina E es inversa a su actividad antioxidante, siendo
el a-tocoferol la forma mas activa y el a-tocoferol la menos activa de la vitamina

(66). Las fuentes mas importantes de los tocoferoles son los diversos aceites
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vegetales. Las vitaminas C y E impiden la formacion de radicales hibres (46, 56), vy

por la adicion de agentes reductores (67).

Otras substancias también ejercen un efecto que disminuye la glicacion no
enzimatica de proteinas como lo son la aspirina (71), la lisina (72) y la
aminoguanidina (73). Sin embargo el uso de la aspirina ha sido ampliamente
cuestionado (74) y la administracion de lisina trae efectos toxicos de hiperlisinemia.
La aminoguanidina solo impide la formacion de los productos avanzados de la
glicacion. Asi que la vitamina E que también produce una ligera mejoria en el
control metabdlico del paciente diabético tipo II (75), muestra ser la alternativa

idonea para evitar la glicacion de las proteinas.

Se ha reportado el efecto inhibitorio de la vitamina E sobre la glicacion de
proteinas in vitro (68) e in vive (69) interfiriendo en una etapa temprana de la
reaccion de Maillard. El mecanismo de accion de la vitamina E permanece incierto,
aunque la autooxidacion de monosacaridos parece contribuir a la modificacion
proteica por la glucosa (61). Por lo tanto, la inhibicion de la autooxidacion de la
glucosa reduce la union covalente de la glucosa a las proteinas (61). Un efecto

similar se ha observado con la vitamina C (70).
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La glicacion no enzimatica de las proteinas y lipoproteinas circulantes en el
torrente sanguineo es un proceso favorecido en buena parte por la glucooxidacion,
que al inhibirse podria ser un recurso terapéutico eficaz en la prevencion de factores
que condicionan la aparicion de las complicaciones cronicas en la diabetes mellitus,
como en la ateroesclerosis, con ayuda de antioxidantes, como es el caso de la

vitamina E en conjunto con un buen control de la glicemia.
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OBJETIVOS

Estimar el efecto de la vitamina E administrada oralmente (1200mg/dia)
en 3 dosis (una después de cada alimento) sobre las concentraciones de
los siguientes componentes del suero de pacientes diabéticos
descontrolados: Glucosa, fructosamina, hemoglobina glicada (HbA c),
lipidos sanguineos (triglicéridos, colesterol total, colesterol-LDL,
colesterol-HDL), proteinas del suero (apoproteina A-1 (Apo A-l),

apoproteina B-100 (Apo B-100), albimina y proteinas totales).

Estimar el efecto de la vitamina E administrada oralmente (1200mg/dia)
en 3 dosis (una después de cada alimento) sobre las proteinas glicadas
presentes en el suero separadas electroforéticamente y tefiidas con

Nitroazul de tetrazolio (NBT).
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ESQUEMA GENERAL DE LA GLICACION NO ENZIMATICA
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MATERIAL Y METODO

El presente trabajo inicié con una muestra de 60 pacientes con diabetes
mellitus, de los cuales 25 eran insulinodependientes (DMID) y 35 eran no
insulinodepedientes (DMNID). La muestra incluia a 21 hombres y 39 mujeres,

comprendidos en un intervalo de edad de 15 a 75 afios.

Los criterios para la seleccion fueron:

a) Ser pacientes de la consulta externa del Instituto Nacional de la Nutricion
Salvador Zubiran.

b) Ser pacientes con DMID o DMNID.

¢) No presentar enfermedades sistémicas.

Asi como no estar bajo ningin medicamento que interfiriera con la

determinacion de las concentraciones de los componentes del suero contemplados

para éste estudio, excepto la insulina o el hipoglucemiante, segin sea el caso (89).
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Los criterios de exclusion fueron:

a) Estado de gravidez.

b) Estado de cetoacidosis.

c) No cumplimiento del 80 % de las visitas programadas.

d) No apegarse al tratamiento del protocolo.

DISENO EXPERIMENTAL

El presente estudio fué de tipo doble ciego cruzado dividiéndose los pacientes
en dos grupos (A y B) asignados al azar, y asistiendo al INNSZ con el fin de obtener

las muestras de sangre y de orina de 24 horas.

Se realizaron dos muestreos previos al tratamiento con vitamina E con una
semana de diferencia entre éstos, y de ambos se obtuvo la media con el proposito de
tener las concentraciones basales de cada uno de los componentes bioquimicos a

determinar.
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El estudio constd de dos etapas: la primera etapa comenzo inmediatamente
después de haber obtenido los valores basales de cada uno de los componentes del
suero, teniendo una duracion de ocho semanas. Se llevaron a cabo muestreos a las
dos, cuatro y ocho semanas de iniciada esta primera etapa. A continuaciéon hubo un
periodo de un mes que separd a las 2 etapas del estudio, denominandose "periodo de
lavado”. Posteriormente di6 comienzo la segunda etapa con un muestreo (semana 0)
realizandose también muestreos a las dos, cuatro y ocho semanas de iniciada ésta

etapa final.

El grupo A comenzoé en la primera etapa con el tratamiento de vitamina E
(acetato de a-tocoferol) proporcionado por los laboratorios Searle de México,

tomandose por via oral una capsula de 400 mg tres veces al dia después de cada

comida.

El otro grupo (B), inicio la primera etapa con un placebo con presentacion
idéntica a la de las capsulas de vitamina E, tomandose en iguales condiciones a las

del grupo A. En el periodo de lavado, ambos grupos tomaron placebo.

Al comenzar la segunda etapa, los pacientes que tomaron placebo (grupo B)

en la primera, pasaron al tratamiento con vitamina E, en las condiciones
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mencionadas anteriormente, mientras que los pacientes del grupo A continuaron con
la ingesta de placebo iniciada en el periodo de lavado. hasta concluir el estudio

(esquema 3).

Los siguientes componentes del suero fueron determmados en muestras
frescas en cada uno de los muestreos del estudio: Glucosa. fructosamina,
hemoglobina glicada (HLA ¢). lipidos sanguineos (trigliceéridos, colesterol total,
colesterol-LDL., colesterol-HDL). proteinas del suero (apoliproteina A-1 (Apo A-1).
apoliproteina B-100 (Apo B-100), albumina y proteinas totales). Ademas se
determino la glicacion de las proteinas del suero por separacion electroforética y

teiiidas especificamente para proteinas glicadas con nitroazul de tetrazolio (NBT).

La hemoglobina glicada se determino unicamente en los muestreos basales y

terminales de cada etapa.

COLECCION DE MUESTRAS DE SANGRE. Las muestras de sangre
fueron obtenidas en la mafana después de un ayuno nocturno de por lo menos 12

horas, siendo 20 ml. el volumen requerido.

Los pacientes, antes y durante la toma de muestra permanecieron sentados

(76).
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Antes de la formacion del coagulo se tomaron 20upl de sangre para la

determinacion de la hemoglobina glicada.

Para la separacion del suero se utilizé durante 15 minutos una centrifuga

refrigerada Beckman a 4°C a 1600 g.

DETERMINACION DE GLUCOSA. Se llevo a cabo el método enzimatico
con glucosa oxidasa modificado por Trinder (78). ajustado para los sistemas
Boehringer Mannheim/Hitachi 705, Para llevar a cabo esta determinacion se
utilizaron los reactivos de Boehringer Mannheim GmbH Diagnostica Glucosa GOD-
PAP. En la calibracion se empled el autocalibrator for automated systems de BM
GmbH Diagnostica que es un hofilizado basado en suero humano en el que la
concentracion de glucosa tiene un valor establecido y para el control de calidad se
usaron los sueros control de BM GmbH Diagnostica Precinor-U y Precipath-U que
son sueros de control liofilizados basados en suero humano en los que la
concentracion de glucosa se halla en los intervalos normal y patologico.

respectivamente. El material de muestra fue suero fresco de cada paciente.
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DETERMINACION DE FRUCTOSAMINA. Se empled la técnica
adaptada al equipo automatizado Hitachi systems 705. con base en el método

cinético desarrollado por Johnson et al (77).

Esta prueba fué determinada por la reduccion del azul de nitrotetrazolio

(NBT) en medio alcalino.

Se empleé como estandar precimat-fructosamina y para el control de calidad
en precision y exactitud se utilizé precinorm y precipath fructosamina, en ellos, la
concentracion de fructosamina se halla en los intervalos normal y patologico

respectivamente.
Todos los reactivos fueron de los laboratorios Boheringer Mannheim.
DETERMINACION DE HEMOGLOBINA GLICADA (HbA,c). Se llevo

a cabo por medio de la separacion electroforética en gel de agarosa (Paragon HbA,c

electrophoresis Beckman) con un tampon acido.

39



EFECTO DE LA VITAMINA E EN LA GLICACION DE LAS PROTEINAS DEL SUERO
EN PACIENTES CON DIABETES MELLITUS

Una vez efectuada la separacion electroforética, los geles fueron leidas por
densitometria a 415nm. en un densitometro Appraisse densitometer Paragon System

Beckman.

Para el control de calidad se aplicaron en cada gel, en las posiciones | y 10,
un hemolizado de control normal y un hemolizado de control anormal.

respectivamente.

DETERMINACION DE TRIGLICERIDOS. Esta prueba se realizo con la
técnica adaptada para analisis automatizado con el método de hidrolisis enzimatico
de los triglicéridos y determinacion enzimatica subsiguiente del glicerol formado
(reaccion colorimétrica), utilizando el equipo automatizado Hitachi Systems 705,

con reactivos de los laboratorios Boringer Mannheim.

Como estandar se empled el Precimat glicerol con una concentracion de
glicerol conocida, mientras que para el control de calidad fueron utilizados

Precinorm-U y Precilip-EL, todos ellos de los laboratorios arriba mencionados.
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DETERMINACION DE COLESTEROL TOTAL. Se llevd a cabo
mediante el método enzimatico colorimétrico CHOD-PAP (82) en un sistema

automatizado Hitachi systems 705,

Como estandar se uso Preciset-colesterol que son ésteres de colesterol con
concentraciones establecidas y para el control de calidad en precision y exactitud se
emplearon el Precinorm-U y Precilip-EL, siendo éstos reactivos de los laboratorios

Boheringer Mannheim.

DETERMINACION DE COLESTEROL-LDL. Dicha prueba se efectud
por el método de la precipitacion con polivinilsulfato (PVS), el cual provoca la

precipitacion de las LDL, empleandose reactivos de Boheringer Mannheim.

El valor de colesterol-LDL se calcula a partir de la diferencia entre los

valores de colesterol en el suero y en el sobrenadante de la precipitacion.

Para el control de calidad es el mismo que para la determinacion de colesterol

total.

a1
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DETERMINACION DE COLESTEROL-HDL. Se llevo a cabo por el
método de precipitacion de acido fosfotungstico. La adicion de acido fosfotingstico
e iones Mg. a la muestra provocan la precipitacion de quilomicrones, VLDL y LDL.
El sobrenadante contiene a las HDL cuya concentracion de colesterol es medido
enzimaticamente en un equipo automatizado Hitachi systems 705. Los sueros
empleados para el control de calidad en precision y exactitud fueron Precinorm-U y

Precilip-EL, los cuales son de los laboratorios Boheringer Mannheim.

DETERMINACION DE APOLIPROTEINA A-1 Y APOLIPROTEINA
B-100. Ambas pruebas se realizaron por nefelometria cinética, que mide la
velocidad de aumento en la luz difundida por las particulas en suspension que

resultan de los complejos formados durante una reaccion antigeno-anticuerpo.

El equipo automatizado fué un nefelometro Array Protein System (Beckman
Instruments), siendo los reactivos utilizados: reactivo de apoliproteina A-l, que son
anticuerpos de mamiferos policlonales especificos contra la apo A-lI humana y
reactivo de apo B-100, que son anticuerpos de mamiferos para la apo B-100
humana, calibrador de apoliproteinas y para el control de calidad apo control, siendo

todos estos reactivos Beckman.
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DETERMINACION DE ALBUMINA. Se efectué mediante ¢l método de
union por tintes utilizando el verde de bromocresol con reactivo para albumina

Liquid-Stat (Beckman) y un fotometro Clinical System 100 (Beckman).

Los controles empleados para exactitud y precision fueron Decision
Multilevel (Beckman), que son sueros con valores ubicados en los valores bajo.

medio y alto.

Para la calibracion se utilizo una solucion con una concentracion conocida de

albumina.

DETERMINACION DE PROTEINA TOTAL. Esta prueba se llevo a cabo
por el método de biuret, con reactivo para Proteinas Totales Liquid-Stat (Beckman)

utilizando un fotémetro Clinical System 100 (Beckman).

Los controles empleados para exactitud y precision fueron Decision
Multilevel (Beckman), que son sueron con valores ubicados en los valores bajo,

medio y alto.
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DETERMINACION DE LA GLICACION DE LAS PROTEINAS DE
SUERO POR ELECTROFORESIS TENIDAS CON AZUL DE
NITROTETRAZOLIO (NBT). El NBT es reducido por la fructosamina contenida
en el suero y produce una coloracion que dependera de la concentracion de
fructosamina. Al efectuar una electroforesis de las proteinas de suero y separarlas en
cinco zonas diferenciables que se visualizan con un tefiidor especifico de proteinas
cuyo modelo puede ser interpretado visualmente o cuantificado en un densitometro.
Al aplicar sobre este modelo un agente que produzca coloracion que especificamente
visualice a las proteinas del suero que han sido glicadas puede entonces ser evaluado
también densitométricamente. Determinacion del grado de glicacion de las
lipoproteinas en suero por éste conducto ha sido realizado por Romay et al (79) y
por Kobayashi et al (80, 81). Para éste proposito se empled el estuche de
electroforesis para seroproteinas Paragon electrophoresis system Beckman. Se aplico
0.5 pl de suero de cada muestra en cada posicion del gel con una jeringa Hamilton
de 10 pl de capacidad. En la posicion | se aplicé un suero control que fué precinorm
o precipath fructosamina de forma alternada. Después de la Gltima aplicacién se
esperaron 2 minutos para permitir la difusion de la muestra en el gel (Agarosa al
1 %, 1.2 % de tampon barbital, 0.1 % de azida sodica). Se coloco el gel en la
camara de electroforesis, a la cual previamente se le adicion6 45 ml por

compartimiento de tampén barbital B-2 (5, S-acido dietilbarbitirico 10 mmol/l, sal
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sodica del 5, 5-acido dielilharhilt’u'icﬁ 50 mmol/l, pH 8.6). Se fijo la tension a 100
voltios y se mantuvo la electroforesis durante 25 minutos. Una vez concluida la
electroforesis el gel se sumergio en agua desionizada para remover ios residuos de
tampon. Se seco el exceso de agua de la parte posterior del gel, fué introducido en
una camara de vidrio (10 x 8 cm) en donde el gel se cubrio con NBT 2.5 mmol/l en
tampon de carbonato de sodio 0.1 mol/l pH 10.3. Después la camara se cerrd con
una cubierta de vidrio y se coloco en una camara de incubacion a una temperatura de
37°C durante 16 horas. Transcurrido éste tiempo el gel se saco de la camara de
vidrio y se lavo con agua desionizada, las bandas azules tefiidas por el NBT fueron
leidas densitométricamente a 520 nin en porcentaje (%). La concentracion en mmol/l
para cada fraccion fue calculada al multiplicar el porcentaje por la concentracion de
fructosamina total de cada muestra y dividido entre el 100 % del total del perfil de

lectura.

TRATAMIENTO ESTADISTICO: Con los datos obtenidos durante el
estudio se realizé un analisis estadistico, el cual consistié en una prueba de t de
"student", para muestras pareadas, con el propésito de observar si se presentd un
cambio significativo entre los periodos finales de cada tratamiento con respecto al
periodo basal. Siendo esto un analisis del comportamiento temporal de los datos

registrados. Asi mismo, se realizo un analisis estadistico que compard el tratamiento
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con vitamina E contra un placebo. Para ello se empled una prueba de t de "student”

y un analisis de Varianza (ANOVA) por el método de cuadrado latino (93, 94, 95).
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RESULTADOS

El presente estudio inicio con una muestra de 60 pacientes diabéticos (25 con
DMID y 35 con DMNID) a los que no se les intentd mejorar los niveles de glucosa
en suero, con el objeto de valorar el efecto de la vitamina E sobre los niveles de
glicacion no enzimatica de las proteinas circulantes. Al término del estudio, la
muestra de pacientes se redujo a 51, ya que 9 pacientes entraron en alguno de los
criterios de exclusion establecidos previamente; 3 pacientes presentaron estado de
cetoacidosis. 2 personas no se apegaron al tratamiento, | por embarazo y 3 pacientes
no cumplieron con el 80% de las visitas programadas. Por lo tanto, el grupo A quedo

integrado por 27 pacientes mientras que el grupo B quedé constituido por 24.

DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS DE LOS COMPONENTES DEL

SUERO DETERMINADOS.

En cuanto a las distribuciones de frecuencias que presentaron los
componentes del suero que se midieron, se observo que a excepcion de los valores
correspondientes a glucosa y triglicéndos, todos los demas valores de los diferentes

componentes del suero medidos, presentaron una distribucion normal, por lo que se
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aplico una t de "student" para muestras pareadas (*a los componentes que
presentaron una distribucion de frecuencias gaussiana*), esto con el fin de observar
si se presento variaciéon en las concentraciones de los componentes del suero en

funcion del tiempo con respecto a los valores basales.

Asi mismo, se les aplico una ANOVA para establecer si éstas disminuciones

eran en funcion al tratamiento.

A los componentes del suero que no presentaron una distribucion de

frecuencias de tipo normal, se les aplico inicamente una prueba de ANOVA.

Las caracteristicas registradas tanto para el grupo A como para el grupo B en
cuanto a edad, talla, peso, indice de masa corporal (IMC), sexo, tiempo de evolucion
de la diabetes mellitus, asi como presion arterial y el tipo de medicamentos con el

que regulan su glicemia (tratamiento) se muestran en la tabla L.

En lo que al tratamiento se refiere, el 50.98% de ellos recibieron insulina
subcutanea, el 27.45% recibieron una combinaciéon de hipoglucemiantes orales e
insulina, el 9.8% hipoglucemiantes orales y el 11.76% recibieron sulfonilureas +

biguanidas.
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El grupo A presentd un 44.4% de pacientes con DMID y un 55.5% de
pacientes con DMNID, mientras que en el grupo B el porcentaje de pacientes con

DMID fué de 41.66% y un 58.33% de DMNID.

Al efectuar una comparacion estadistica entre los grupos A y B en lo
referente a las caracteristicas arriba mencionadas, no se encontraron diferencias

significativas.

GLUCOSA

COMPARACION CON RESPECTO AL TIEMPO. Las glicemias basales
(230+/-9.6mg/dl) con un IC al 95% de 212.16 a 249.64 mg/dl, en el analisis con
respecto al periodo final de vitamina E no mostraron diferencias significativas para

ninguno de los casos (grupo A, grupo B, y datos agrupados) (tablas 2, 3, y 4).

COMPARACION ENTRE TRATAMIENTOS. Por otro lado, al hacer el
analisis entre tratamientos, tampoco existieron diferencias significativas entre la

vitamina E y el control (placebo) (grafica I).
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FRUCTOSAMINA

COMPARACION CON RESPECTO AL TIEMPO. Al término de dos
meses de tratamiento con vitamina E, el valor de fructosamina correspondiente al
grupo A, fué de 462.68+/-20umol./l (IC al 95% de 442.05 a 483.3 1umol/l), el cual
no presentd diferencia significativa con respecto al valor basal que fué de

486.88+/- 19.9umol/l (IC al 95% de 466.98 a 506.78umol/l) (tabla 2).

Con respecto al grupo B, se registr6 un valor de 467.89+/-27.0 1pmol/I (IC al
95% de 440.88 a 494.9umol/l) valor que correspondio al final de la administracion
de la vitamina E, y el cual no presento diferencia significativa al compararse con
el valor de la concentracion de fructosamina en el periodo basal que fué de

489.26+/-27.05umol/1 (IC al 95% de 462.21 a 516.3 1umol/l) (tabla 3).

Al trabajar los datos en forma agrupada y al efectuar el mismo analisis
estadistico, se encontrd que hay diferencias significativas entre el valor
correspondiente al final del periodo de administracion de vitamina E (465.13 +/-
16.59umol/l) con respecto a su valor basal (488+/-16.35umol/1), con una p<0.05, lo
cual indica una ligera disminucion en la concentracion de este componente del suero

(tabla 4),
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COMPARACION ENTRE TRATAMIENTOS. Al emplear como analisis
estadistico la t de "student" para muestras independientes en los datos agrupados y
correspondientes al final de la admimstracion de vitamina !: contra los
correspondientes al final del periodo de la toma de placebo. no se encontraron

diferencias significativas entre estos dos tratamientos.

Asi mismo, se realizé un analisis de varianza (ANOVA) a través del método
de cuadrados latinos, donde se llevd a cabo una comparacion entre tratamientos
(vitamina E contra placebo) usando los datos agrupados y correspondientes al tltimo
periodo de toma de vitamina E contra el ultimo de placebo, y dicho analisis dio
como resultado que no existe diferencias significativas entre ambos tratamientos (ver

tabla | y grafica 2).

HEMOGLOBINA GLICADA (HbAc)

COMPARACION CON RESPECTO AL TIEMPO. Se llevo a cabo una
comparacion entre los periodos finales de cada tratamiento contra los valores basales
y no se encontrd diferencia significativa para ninguno de los casos (grupo A, grupo

B, y datos agrupados), (ver tablas 2, 3 y 4).
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COMPARACION ENTRE TRATAMIENTOS. Posteriormente para
realizar esta comparacion (vitamina E contra placebo) se empled una t de “"student”
para muestras independientes, trabajando con los datos de forma agrupada. no

encontrandose tampoco diferencias significativas.

Una ANOVA confirmé lo obtenido con la t de "student” (ver grafica 3).

COLESTEROL TOTAL

COMPARACION CON RESPECTO AL TIEMPO. El analisis temporal
con la t de "student” para muestras pareadas, reveld que solo hubo diferencias
significativas para los datos agrupados entre ¢l valor correspondiente al final del
tratamiento con vitamina E, el cual fué de 197.18+/-6.5mg/dl (IC al 95% 190.68 a
203.68 mg/dl) con respecto al valor basal, que fué de 207 74+/-5.19my/dl (IC al

95% de 202.55 a 212.93mg/dl) con una p<0.05 (tablas 2. 3 y 4).

COMPARACION ENTRE TRATAMIENTOS. Se llevo a cabo una t de
"student" entre los valores finales del tratamiento con vitamina E y los

correspondientes al final del placebo. encontrandose diferencias significativas entre
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ambos, con una p<0.05. Este resultado se confirmo con un analisis de varianza en la

que se obtuvo una p similar (grafica 4).

COLESTEROL-LDL.

Comparacion con respecto al tiempo. En el caso del grupo A, no se
encontraron diferencias significativas entre los valores del periodo final de vitamina
E (125.37+/-8.63 mg/dl) (IC al 95% 116.75 a 133.99 mg/dl) con respecto a su valor
basal, el cual fué de 139.47+/-6.09 mg/dl (IC al 95% 133.38 a 145.56 mg/dl)

(tabla 2).

Para el grupo B se observo que las concentraciones de colesterol-LDL al final
de la administracion de vitamina E fueron de 136.7 +/-8.08 mg/dl (IC al 95%
128.62 a 144.78 mg/dl) que resultaron ser significativamente mayores que las
concentraciones del periodo basal, el cual fué de 124.5 / 5.63 (IC al 95% 118.87 a

130.13 mg/dl) situacion contraria a lo esperado (ver tabla 3).

Al efectuar el analisis temporal con los datos agrupados, no se observaron

diferencias significativas (tabla 4).
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COMPARACION ENTRE TRATAMIENTOS. Se presento diferencia
significativa entre el tratamiento con vitamina E y el placebo, con una p<0.05,
resultado que se obtuvo tanto con la t de "student" como con la ANOVA (ver

grafica S).

COLESTEROL-HDL.,

COMPARACION CON RESPECTO AL TIEMPO. Al comparar el valor
basal contra el valor final del periodo de administracion de vitamina E, para el grupo

A no se encontraron diferencias significativas (tabla 2).

En el caso del grupo B, al realizar la prueba estadistica entre el final de
vitamina E (41.78+/-2.85 mg/dl) con un Indice de Confianza (1C) al 95% de 38.93 a
44.63 mg/dl, y el basal que fuéde 49.8+/-3.7 mg/dl (IC al 95% de 46.1 a 53.5 my/dl),

si se presentaron diferencias significativas (ver tabla 3).

Asi mismo, en los datos agrupados, también se presentdé una disminucion
significativa en las concentraciones del colesterol HDL al final del periodo de

vitamina E (tabla 4).
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COMPARACION ENTRE TRATAMIENTOS. No se encontrd diferencias
significativas entre el tratamiento con vitamina E y el placebo resultado obtenido
tanto con la t de "student” como con el analisis de vananza (ANOVA) (ver

grafica 0).
APOLIPROTEINA A-1 (APO A).

COMPARACION CON RESPECTO AL TIEMPO. Para el grupo A no se
presentaron diferencias significativas entre el valor basal y el obtenido al final del

tratamiento con la vitamina E (tabla 2).

Sin embargo, en ¢l caso del grupo B si existio disminucion estadisticamente
significativa entre el valor basal y el final de vitamina E, que fueron de 162.69+/-
8.87 mg/dl (IC al 95% de 153.82 a 271.56mg/dl) y 150.5+/-6.25 (IC al 95% de

144.25 a 156.75mg/dl) respectivamente, con una p<0.05 (ver tabla 3).

Referente a los datos agrupados, no hubo diferencias significativas (tabla 4).
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COMPARACION ENTRE TRATAMIENTOS. Al llevar a cabo los
estadisticos (t de "student" y ANOVA), no se hallaron diferencias significativas

entre la vitamina E y el placebo (ver grafica 7).

APOLIPROTEINA B-100 (APO B.)

COMPARACION CON RESPECTO AL TIEMPO. No se registraron
diferencias significativas entre los valores basales y los finales de vitamina E para

-

ninguno de los casos, (grupo A, grupo B, y datos agrupados) (tablas 2, 3 y 4).

COMPARACION ENTRE TRATAMIENTOS. Al efectuar la t de
"student” entre la vitamina E y el placebo, se encontraron diferencias significativas
con una p<0.05, va que las concentraciones con el placebo fueron menores. Este
resultado fué confirmado al emplear el analisis de varianza (ANOVA) (ver

grafica 8).
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GLICACION NO ENZIMATICA DE LAS PROTEINAS SEPARADAS

ELECTROFORETICAMENTE DE MUESTRAS DE SUERO.

FRACCION ALFA-I1

ANALISIS TEMPORAL. Al final del tratamiento con vitamina E, el grupo
A no presentd diferencias significativas con respecto al basal, cuyos valores fueron
22.46+/-1.96pmol/l (IC al 95% 20.5 a 24.42pmol/l) y 18.01+/-1.62uumol/l (IC al

95% 16.39 a 19.63pumol/l) respectivamente (tabla 3).

Por otro lado, en el grupo B si existio diferencia significativa, ya que se
presentd disminucion en los valores de fructosamina registrados para esta fraccion y
cuyos resultados son: para el basal, 26.20 +/- 2.03umol/l (IC al 95% de 24.17 a
28.23pumol/l), mientras que el valor registrado al final del tratamiento con vitamina E

fué de 7.07+/- 0.98umol/l (1C al 95% de 6.09 a 8.05umol/1) (ver tabla 6).

Para el caso de los datos agrupados, se observo una disminucion significativa
en las concentraciones de fructosamina, siendo el valor basal de 24.22 +/-1.42pumol/l

(IC al 95% de 22.8 a 25.64pumol/l) y para el periodo final de vitamina E de 12.86 +/-
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1.23umol/l (IC al 95% de 11.63 a 14.09umol/l), correspondiendo una p<0.05

(tabla 7).

ANALISIS ENTRE TRATAMIENTOS. Los analisis efectuados a través de
una ANOVA, mostraron que no existié diferencias significativas entre ¢l tratamiento

con vitamina E y el control (placebo) (grafica 9).

FRACCION ALFA-2.

En el grupo A, se observo una diferencia significativa entre el basal
36.58 +/-2.94pumol/l (IC al 95% de 33.64 a 39.52umol/l) y el valor correspondiente
al final de la ingesta de vitamina E. el cual se muestra significativamente menor al
anterior, siendo de 31.16+/- 3.4 1 pmol/l (IC al 95% de 27.75 a 34.57umol/l), con una

de p<0.05 (tabla 5).

Para el grupo B no se encontré disminucion alguna (tabla 6).

Mientras que para los datos de forma agrupada se registrd una diferencia

significativa entre el periodo final de vitamina E con respecto al basal, cuyos valores
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EFECTO DE LA VITAMINA E EN LA GLICACION DE LAS PROTEINAS DEL SUERO
EN PACIENTES CON DIABETES MELLITUS

fueron de 32.42 / 2.30umol/l (1C al 95% de 30.21 a 34.62pumol/l) y 36.05+/-2.06 (IC

al 95% de 33.99 a 38.1 Iumol/l) respectivamente, con una p<0.05 (ver tabla 7).

ANALISIS ENTRE TRATAMIENTOS. Al llevar a cabo el analisis
estadistico para establecer si existia alguna diferencia significativa entre los
tratamientos, (vitamina E y placebo), se observo que en ninguno de los casos esta

diferencia se presento | (ver grafica 10).

FRACCION BETA.

ANALISIS TEMPORAL. No se presento diferencia significativa entre el
valor basal y los periodos finales de vitamina E, tanto para el grupo A como para el

grupo B, sucediendo lo misme al trabajar con los datos agrupados (tablas 5, 6 y 7).

ANALISIS ENTRE TRATAMIENTOS. No se encontro diferencias
significativas entre el tratamiento con vitamina E y placebo al emplear la t de
"student”, siendo este mismo resultado al aplicar el andlisis de varianza (ANOVA)

(ver grafica 11).

59



EFECTO DE LA VITAMINA E EN LA GLICACION DE LAS PROTEINAS DEL SUERO
EN PACIENTES CON DIABETES MELLITUS

FRACCION DE ALBUMINA.

ANALISIS TEMPORAL. No se encontraron diferencias significativas para

ninguno de los grupos, asi como para los datos agrupados (tablas 5. 6 y 7).

ANALISIS ENTRE TRATAMIENTOS. El resultado obtenido tanto con la
t de "student" como con el analisis de varianza (ANOVA), fué de no existencia de

diferencias significativas entre la vitamina E y el placebo (ver grafica 12).
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CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS PACIENTES

| TIPO DE MEDICAMENTOS PARA
L . _ DIABETES CONTROLAR LA GLICEMIA
EDAD TALLA { PESO | IMC | SEXO | DURACION | DMID | DMNID | HPG | HPG + | SUL. + | INSULINA
{afos) Amts) | (kg) | (kg/mt) | /m) | DELADM | (%) (%) | (%) | INSULI | BIG. (%)
- o - (afios) , NA (%)
. . (%)

403 1.63 65.8 248 115/72 9.7

GRUPO A +/- +/- +/- +/- +/- 15/12 +/- 444 | 555 | 111 | 333 1.1 44.4
169 | 010 13.6 547 120779 76
437 1.59 61.1 240 | 117725 119

GRUPO B +/- +/- +- +/- +- 17/7 +/- 416 | 583 | 833 | 208 125 583
16.7 | 0.08 9.15 346 | 21.6/6.6 6.2
419 1.61 63.6 244 [ 115772 10.7

AGRUPADOS | +/- +/- +/- +- +/- 32/19 +- 431 568 | 980 | 274 1.7 50.9
167 | 0.1 11.8 461 | 206/73 7.0

Tabla 1. M = masculino; F = femenino,; HPG = hipoglucemiante; BIG = biguanidas; IMC = indice de masa corporal.




COMPONENTES DEL SUERO GRUPO A (VITAMINA E /PLACEBO)

INENTES | X+/- R | X+-ERROR | X+/-ERROR | X+/- ERROR | X#/-ERROR | X+/- ERROR
DEL SUERO | ESTANE | ESTANDAR | ESTANDAR | ESTANDAR | ESTANDAR | ESTANDAR

REGISTRADOS . z ,

. IMUES 'MUESTREO | MUESTREO | MUESTREO | MUESTREO | MUESTREQ | MUESTREO
: .| BASAL | 2 4 i 8 1 2 4 8
GLUCOSA 229.1+/-30 | 203.8+/-41 | 227.6+/-35 | 221.6+/-40 | 192.7+/-39 | 230.2+/-41 | 184.9+/-51
FRUCTO. 486.8+/-19.9 | 468.6+/-20.2 | 490.6+/-19.9 | 462.6+/-20.6 | 459.9+/27.6 | 445.2+/-22.7 | 441.2+/-26.1
HbA:c 12.4+/-0.52 11.94+/-0.55 12.34+/-0.6
TRIGLIC. 195.7+/-36.3 | 223.9+4/-49.6 | 231+/-53.5 | 170.2+/-24.6 | 230.9+/-50.2 | 205.7+/-28.9 | 189.9+/-25.7
COL. TOTAL [213.16+/-7.5| 211+/-92 | 202.5+/-7.5 | 200.2+/-7.5 | 195.4+/-7.1 | 209.9+/-7.3 | 194.3+/-8.8
COL.-LDL 139.4+/-6 | 137.6+/-7.5 | 132.2+/-7.4 | 125.3+/-8.6 | 123.1+/-6.5 | 140.04+/-7.6 | 132.6+/-8.1
COL.-HDL 43.6+/-2.8 | 43.4+/-31 | 41.4+/-28 | 439+/-31 | 41.1+/-31 | 38.1+/-26 | 36.5+/-2.5
APO-A 150.2+/-6.8 | 164.3+/-7 | 133.7+/-6.2 | 157.4+/-6.1 | 147.4+/-56 | 140.4+/-4.1 | 134.7+/-5.3
APO-B 145.1+/-7.7 | 148.7+/-8.5 | 142.8+/-8 | 149.1+/-10.1 | 131.2+/-6.4 | 147.8+/-7.8 | 139.6+/-9
ALBUMINA 5.2+/-0.06 5.2+/-.01 52+/-01 | 5.04+/-0.01 | 5.05+/-0.09 | 5.5+/-0.1 5.5+/-0.1
PROT. TOT. 8.2+/-0.26 | 8.1+/-0.26 8+/-0.3 7.8+/-0.17 7.4+/-0.1 7.2+/-01 7.4+1-0.1

Tabla2. Valores registrados durante el periodo en que se realizo el estudio. Del muestreo 2 al 8 se administré vitamina E y del muestreo 2' al 8
se dio placebo. Glucosa (mg/dl); Fructo =fructosamina (umol/l); HbA;c =Hemoglobina glicada (%); Triglic.=Triglicéridos (mg/dl); Col. total
=Colestero! total (mg/dl); Col-HDL =Colesterol-HDL (mg/dl); Col-LDL =Colesterol-LDL (mg/dl); Apo A =Apoliproteina A-l (mg/dl); Apo B
=Apoliproteina B-100 (mg/dl); Albimina (g/dl); prot. total =proteinas totales (g/dl).



COMPONENTES DEL SUERO GRUPO B (PLACEBO/VITAMINA E)

COMPONENTES | X+/- ERROR | X+- ERROR | X+/- ERROR | X+/-ERROR | X+/- ERROR | X+/- ERROR | X+/- ERROR

DEL SUERO ESTANDAR | ESTANDAR | ESTANDAR | ESTANDAR | ESTANDAR | ESTANDAR | ESTANDAR
REGISTRADOS ,

MUESTREO | MUESTREO | MUESTREO | MUESTREO | MUESTREQO | MUESTREQO | MUESTREO
BASAL 2. 44 : 8 2 4 8

GLUCOSA 238.1+/-36 239.8+/-35 224+/-38 208.4+/-47 | 205.1+/-37 | 219.1+/-47 184.7+/-46
FRUCTO. 489.2+/-27 | 469.1+/-25.7 | 474.8+/-26 | 436.8+/-23.6 | 459 4+/-28.1 | 452.4+/-28.8 | 467.8+/-27
HbAc 11.77+/-0.56 11.25+/-0.59 11.96+/-0.67
TRIGLIC. 172.5+/-20.4 | 187 5+/-28.9 | 153.1+/-22.6 | 153.84/-253 | 194+/-30.7 | 216.2+/-46.9 | 206.5+/-33.2
COL. TOTAL 201.05+/-6.9 | 194+/-8.4 | 194.08+/-8.5| 181.2+/-8.3 185+/-9.6 | 203.6+/-11.4 | 193.6+/-9.1
COL.-LDL 124.5+/-56 | 122.1+/-8.6 | 125.04+/-6.1 | 107.8+/-6.3 | 116.8+/-8.2 | 132.7+/-9.3 | 136.7+/-8.08
COL.-HDL 49.8+/-3.7 51+/-4.07 49.1+4/-3.9 49.7+/-3.5 43.5+/-2.7 43.6+/-3.2 41.7+/-2.8
APO-A 162.6+/-8.8 | 169.2+/-8.4 140.7+/-6 161.9+/-7 148.3+/-6 | 155.04+/-7.1 | 150.56+/-6.2
APO-B 126.1+/-7.9 | 124.9+4/-7.5 | 129.1+/-7.4 | 124 7+/-7.2 | 127.1+/-85 | 136.4+/-8.5 | 133.5+/-7.1
ALBUMINA 5.24/-0.08 5.2+/-0.1 5.01+/-0.1 5.1+/-0.1 4.8+/-0.09 | 5.32+/-0.07 5.1+/-0.06
PROT. TOT. 7.94/-0.1 8.1+/-0.1 7.6+/-0.1 7.4+/-0.1 7.9+/-0.2 7.1+/-0.1 7.24/-0.1

Tabla 3. Valores registrados durante el periodo en que se llevo a cabo el estudio. Del muestreo 2 al 8 se administré placebo y del 2' al 8’ se
ingirié vitamina E. Glucosa (mg/dl); Fructo =fructosamina (umol/l); HbA;c =Hemoglobina glicada (%); Triglic.=Triglicéridos (mg/dl); Col. total
=Colesterol total (mg/dl); Col-HDL =Colesterol-HDL (mg/dl); Col-LDL =Colesterol-LDL (mg/dl); Apo A =Apoliproteina A-I (mg/dl); Apo B
=Apoliproteina B-100 (mg/dl); Albumina (g/dl); prot. total =proteinas totales (g/dl).



COMPONENTES DEL SUERO DATOS ACUMULADOS

COMPONENTES | X+/- ERROR | X+/- ERROR | X+ ERROR | X+/- ERROR | X+/- ERROR | X+/- ERROR | X+ ERROR
DEL SUERO | ESTANDAR | ESTANDAR | ESTANDAR | ESTANDAR | ESTANDAR | ESTANDAR | ESTANDAR
REGISTRADOS ‘
| MUESTREO | MUESTREO | MUESTREOQ | MUESTREO | MUESTREO | MUESTREO | MUESTREO
BASAL 2 4 8 2. 4 B
GLUCOSA 233+/-32.9 | 204+/-38.9 | 223+/-41.1 | 204+/-43.5 | 215+/-38.3 | 227+/-39.7 | 195+/-49.7
FRUCTO. 488+/-16.35 | 464.4+/-16.7 | 473.4+/-17 | 465.1+/-16.5 | 464.4+/-18.7 | 459.1+/-17.1 | 439.1+/-17.5
HbA:c 12.1+/-2.73 11.95+/-3.05 11.83+/-0.42
TRIGLIC. 184.8+/-21.3 | 210.1+/-30 | 224+/-356 | 187.6+/-20.4 | 209.7+/-29.1 | 180.4+/-18.7 | 172.9+/-18.1
COL.TOTAL | 207.7+/-5.1 | 199.06+/-6.8 | 203+/-6.6 | 197.1+/-6.5 | 194.7+/-5.4 | 202.4+/-56 | 188.2+/-6.1
COL.-LDL 139.4+/-4.4 | 128.1+/-57 | 132.4+/-5.8 | 130.7+/-59 | 122.6+/-53 | 132.9+/-5 | 120.9+/-5.4
COL .-HDL 46.5+/-2.3 | 43.4+/-21 | 42.4+/-21 | 42.9+/-21 | 459+/26 | 43.3+/-2.42 | 42.7+/2.3
APO-A 156.1+/-5.5 | 156.9+/-4.8 | 143.9+/-4.8 | 154.1+/-4.3 | 158.08+/-5.2 | 140.5+/-3.7 | 147.5+/-4.7
APO-B 136.1+/-5.6 | 138.5+/-6.1 | 139.7+/-5.8 | 141.8+/-6.3 | 128.1+4/4.9 | 138.9+/-55 | 132.4+/-5.8
ALBUMINA 5.2+/-0.05 | 5.06+/-0.07 | 52+/-006 | 51+-0.06 | 51+-0.08 | 5.3+/-0.08 | 5.1+/-0.07
PROT. TOT. 8.09+/-.1 7.6+/-017 | 7.5+/-0.1 7.5+/-0.1 7.8+4-03 | 7.4+/-0.08 | 7.4+/-0.08

Tabla 4. Valores de los 51 pacientes registrados durante la administracion de vitamina E (muestreo 2 al 8) y de placebo (muestreo 2’ al 8’).
Glucosa (mg/dl); Fructo =fructosamina (umol/l); HbA;c =Hemoglobina glicada (%); Triglic.=Triglicéridos (mg/dl); Col. total =Colesterol total
(mg/dl); Col-HDL =Colesterol-HDL (mg/dl); Col-LDL =Colesterol-LDL (mg/dl); Apo A =Apoliproteina A-l (mg/dl); Apo B =Apoliproteina B-100
(mg/dl); Albumina (g/dl); prot. total =proteinas totales (g/dl).



CONCENTRACIONES DE FRUCTUOSAMINA EN LAS FRACCIONES ELECTROFORETICAS DE
SUERO GRUPO A (VITAMINA E/PLACEBO)

FRACCIONES

ONE X+- ERROR | X#/- ERROR | X+/- ERROR | X+/- ERROR | X+/- ERROR | X+-ERROR | X+/- ERROR

ELECTROFO- | ESTANDAR | ESTANDAR | ESTANDAR | ESTANDAR | ESTANDAR | ESTANDAR | ESTANDAR
RETICAS ' . o
| MUESTREO | MUESTREO | MUESTREO | MUESTREO | MUESTREO | MUESTREO | MUESTREO
BASAL 2 4 8 2 4 8

ALFA-1 22.4+/-1.9 | 25.7+/-2.01 | 17.5+/-1.3 | 18.01+/-1.6 | 15.08+4/-17 | 8.3+/-1.1 6.8+/-1.06
ALFA-2 36.5+-2.9 | 42.3+/-54 | 352+/-34 | 31.1+/-34 | 416+-46 | 29.5+/-2.2 | 33.2+/-4.1
BETA 69.08+/-3.5 | 53.7+/-3.6 | 615+/-35 | 62.7+/-46 | 552+/-3.9 | 58.4+/-409 | 58.1+/-4.9
ALBUMINA 290.6+/-13.7 | 301.8+/-13.7 | 325.5+/-13.4 | 306.4+/-14.1 | 302.4+/-18.3 | 303.3+/-15.9 | 288.4+/-15
GAMMA 592+/-3.4 | 44.3+/-3.06 | 51.02+/-3.08 | 441+/-26 | 441+/-26 | 456+/-2.7 | 54.7+/-5.3

Tabla 5. Valores correspondientes al periodo de ingesta de vitamina E. ( muestreo 2 al 8) y al periodo de administracion de placebo (muestreo 2’
al 8’).

Los valores de todas las fracciones electroforéticas estan dadas en umol/L.



CONCENTRACIONES DE FRUCTUOSAMINA EN LAS FRACCIONES ELECTROFORETICAS DE
SUERO GRUPO B (PLACEBO/VITAMINA E)

FRACCIONES | X+/- ERROR | X+/-ERROR | X+/-ERROR | X+/-ERROR | X+/- ERROR | X+/- ERROR | X+/- ERROR
ELECTROFO- | ESTANDAR | ESTANDAR | ESTANDAR | ESTANDAR | ESTANDAR | ESTANDAR | ESTANDAR
RETICAS o . ’
MUESTREQO | MUESTREO | MUESTREO | MUESTREOQ | MUESTREO | MUESTREO | MUESTREO
. . BASAL 2 4 8 ~ 2 4 g8’

ALFA-1 26.2+/-2.03 | 26.05+/-2.1 | 20.07+/-2.07 | 17.9+/-1.6 13.9+/-1.2 7.2+/-1.1 7.07+/-0.9
ALFA-2 35.4+/-2.9 36.9+/-2.8 30.6+/-2.6 30.1+/-2.7 35.3+/-3.2 27.4+/-2.7 | 33.8+/-3.09
BETA 65.9+/-4.7 552+/-4.3 | 55.02+/-36 | 53.7+/-4.1 | 55.06+/-46 | 58.6+/-6.1 58.8+/-4.1
ALBUMINA 355.2+/-47.9 | 302.2+/-17.2 |319.4+/-18.02 | 293.2+/-15.5 | 307.8+/-18.8 | 316.6+/-18.7 |315.19+/-18.4
GAMMA 57.5+/-4.2 49.8+/-3.6 50.1+/-2.6 41.6+/-3.3 | 47.2+/-4.08 | 42.2+/-35 | 52.04+/-4.2

Tabla 6. Valores correspondientes al periodo de ingesta de placebo. ( muestreo 2 al 8) y al periodo de administracion de vitamina E (muestreo 2

al 8).

Los valores de todas las fracciones electroforéticas estan dadas en umol/l.



CONCENTRACIONES DE FRUCTUOSAMINA EN LAS FRACCIONES ELECTROFORETICAS
DE SUERO DATOS ACUMULADOS.

FRACCIONES | X+/- ERROR | X+/- ERROR | X+/- ERROR | X#/- ERROR | X+/- ERROR | X+/- ERROR | X+/- ERROR
ELECTROFO- | ESTANDAR | ESTANDAR | ESTANDAR | ESTANDAR | ESTANDAR | ESTANDAR | ESTANDAR
RETICAS '
MUESTREO | MUESTREO | MUESTREO | MUESTREO | MUESTREO | MUESTREO | MUESTREO
BASAL 2 4 8 Z 4 8
ALFA-1 24.2+/-1.4 20.3+/-1.4 12.9+/-1.1 12.8+/-1.2 20.4+/-1.5 13.8+/-1.4 12.05+/-1.2
ALFA-2 36.05+/-2.06 | 35.8+/-2.1 31.7+/-2.3 32.4+/-2.3 39.3+/-2.7 30.06+/-1.7 31.8+/-2.5
BETA 67.6+/-2.8 54.3+/-2.9 60.2+/-3.3 | 60.9+/-3.14 55.1+/-2.9 56.8+/-2.7 56.06+/-3.2
ALBUMINA 21.05+/-12.8 | 304.6+/-11.3 | 321.2+/-11.1 | 310.9/+-11.3 | 302.3+/-12.4 | 310.8+/-11.8 | 290.7+/-10.7
GAMMA 58.8+/-2.7 45.6+/-2.4 47 1+/-2.3 47 8+/-2.4 46.5+/-2.2 47.7+/-1.9 48.6+/-3.3

Tabla 7. Valores de los 51 pacientes registrados durante el periodo de estudio. Del muestreo 2 al 8 se ingirid vit E, mientras que del muestreo 2’
al 8’ la ingesta fue del placebo.

Los valores de todas las fracciones electroforéticas estan dadas en pmol/l.
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CONCENTRACION DE FRUCTOSAMINA
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CONCENTRACION DE APOLIPROTEINA B-100
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EFECTO DE LA VITAMINA E EN LA GLICACION DE LAS PROTEINAS DEL SUERO
EN PACIENTES CON DIABETES MELLITUS

DISCUSION

Como se menciond anteriormente. el 8.2% de la poblacion de México es
afectada por la DM. Hasta ahora, la determinacion de la concentracion de la glucosa
en sangre es el sine qua non para la deteccion y la terapia de la DM. Sin embargo.
los resultados de la concentracion de la glucosa en sangre pueden verse modificados
por diferentes factores, como son, la aplicacion de insulina, el no presentar un ayuno
adecuado, etc. y para poder tener un registro confiable de la concentracion de
glucosa se tendrian que efectuar pruebas diarias lo que lo hace inoperante. Una
prueba reciente que valora la cantidad de proteinas totales del suero que han sido
glicadas, es la prueba de fructosamina, la cual es un indice de la concentracion

media de la glucosa sanguinea de las semanas precedentes al dia de la prueba.

El ensayo de fructosamina, mide la glicacion de por lo menos quince dias
anteriores. Esta prueba, sin embargo, aun no estd ampliamente usada para

monitorear el estado metaboélico de los pacientes diabéticos.

Existen varios métodos para determinar el grado de glicacion de las proteinas

del suero, también llamado fructosamina. los cuales son:
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1) Prueba de la fenhidrazina.

2) Prucba de la furozina,

3) Cromatografia de afinidad con acido m-alninofenillmrf'}niu::.

4) Prueba con acido tiobarbiturico,

5) Procedimiento colorimétrico de la reduccion del Nitroazul de tretrazolio

(NBT).

Los valores de la concentracion de fructosamina pueden distinguir a los
individuos normales de los pacientes con DM, y de estos, puede distinguir a aquellos

con un buen control de la glicemia y quienes tienen un control pobre de la misma.

La prueba de la fructosamina fué en su inicio disefiada para medir el total de
las proteinas del suero glicadas y no solamente la albimina glicada. Trabajos
anteriores, han encontrado que las concentraciones de albumina glicada

correlacionan con los resultados del total de las proteinas glicadas del suero (89).

La albimina representa el 50% del total de las proteinas del plasma, por lo
que no es necesario medir la albimina glicada de forma especifica, puesto que la
concentracion de la fructosamina total del suero refleja a su vez a la albumina

glicada.
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La prueba de NBT ha sido adaptada a una ampha variedad de analizadores
quimicos automatizados, tales como el Hitachi 705 Systems empleado en el presente

trabajo.

En la literatura se reporta un coeficiente de variacion (CV) para pruebas de
rutina del 2% al 7%, y un CV interlaboratorio de 3.4% (3). En el presente estudio. se
obtuvo un CV para las pruebas de rutina del 2. 1% para el caso del control alto y para

el control normal del 2.92%, apegandose al intervalo arnba mencionado.

Cabe mencionar que se eligid cuantificar la fructosamina del suero. puesto
que algunos anticoagulantes empleados para obtener muestras de plasma tales como
la heparina y el EDTA alteran los resultados de fructosamina, ast mismo, la mayoria
de los resultados de fructosamina reportados en la bibliografia revisada se

obtuvieron de la cuantificacion de fructosamina del suero.

HEMOGLOBINA GLICADA Y FRUCTOSAMINA TOTAL.

En un estudio anterior (69) en el que se probo la accion antioxidante de la
vitamina E (u-tocoferol) como inhibidor de la reaccion no enzimatica de glicacion

de las proteinas sanguincas de pacientes con DM, se reportd que no se observaron
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cambios significativos de la glucosa sanguinea. mientras que. por otro lado.
reportaron disminuciones significativas en las concentraciones de hemoglobina
glicada (HbA¢). asi como también disminuciones en la glicacion no enzimatica de
las proteinas del suero de los pacientes que se sometieron a la administracion de dos

dosis diferentes de vitamina E (1200mg v 600mg al dia).

Por el contrario, los pacientes que estuvieron bajo la administracion de un
placebo, no presentaron cambios significativos para estos mismos componentes del

suero arriba mencionados (69).

Otros autores (83,85) va habian reportado resultados similares utilizando
ratas en las que se indujo la diabetes como modelos experimentales, no encontrando
tampoco ninguna mejoria en el control glicémico; sin embargo, reportaron una
disminucion significativa en la concentracion de la hemoglobina glicada de estos
animales. Estos resultados indicaron que la administracion de la vitamina E reduce

de manera significativa la glicacion no enzimatica de las proteinas.

Sin embargo, en el presente trabajo, no se hallaron cambios significativos en
las concentraciones tanto de la hemoglobina glicada (HbA;c) como en las
concentraciones de fructosamina durante el periodo de administracion de vitamina E

(1200mg/dia).
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Recientemente se ha reportado resultados similares a los hallados en el
presente trabajo (90), en donde los indices glicemicos, la ghicacion de las proteinas,
incluyendo la hemoglobina glicada, albamina glicada asi como la glicacion de las
proteinas totales del suero y la LDL glicada no mostraron ningan cambio

significativo con la vitamina E.

En otro estudio (84) en el cual se sometieren ratas diabéticas a dietas con
deficiencias de vitamina E y dietas con suplementos de vitamina E, no se hallaron
diferencias significativas en los niveles de fluorescencia del colageno de la piel de
las ratas, que es una forma de cuantificar la cantidad de productos avanzados de
glicacion, que a su vez son consecuencia de la glicacion no enzimatica de las
proteinas. Sin embargo, si se obtuvieron cambios significativos en los niveles de
peroxidacion de lipidos (83), lo cual indica una menor peroxidacion de los lipidos

del suero en los sujetos diabéticos con dietas suplementadas con vitamina E.

Raven y colaboradores (90) encontraron que la suplementacion con vitamina
E reduce la susceptibilidad a la oxidacion de las LDL, al menos en las LDL de
menor densidad (buoyant LDL), lo cual trae como consecuencia una reduccion en el
riesgo aterogénico (91). La peroxidacion de los lipidos y la glicacion no enzimatica

de las proteinas pueden ambas involucrar intermediarios de radicales libres,
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pudiéndose éstos derivarse de la autooxidacion de la glucosa incrementando el estrés

oxidativo en los pacientes con diabetes mellitus,

Trabajos realizados por otros autores (75). han sugerido que la administracion
de vitamina E trae como consecuencia modestas mejorias en el control metabolico

de la glucosa, e incluso mejoria a la resistencia de la insulina.

Sin embargo, en el pesente estudio se les suministro a los pacientes diabéticos
una dosis alta de vitamina E (1200 mg/dia) y no se observaron mejorias en las
concentraciones de glucosa en suero. Esto pudiera deberse a que tanto los lipidos
como la glucosa misma compiten por la vitamina E como antioxidante, resultando
insuficiente la dosis de vitamina suministrada para evitar la autooxidacion, tanto de
los lipidos como de las moléculas de la glucosa, y por consiguiente la glicacion no

enzimatica de las proteinas.

Cabe mencionar que tampoco se obtuvieron cambios significativos que
mejoraran el control metabolico de los lipidos del suero en los pacientes diabéticos

durante el periodo de administracion de vitamina E.
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LIPOPROTEINAS Y APOLIPROTEINAS.

Trabajos previos (88) han reportado que la reaccién de glicacion no
enzimatica de las proteinas constitutivas de las lipoproteinas de baja densidad (LDL)
(que esta incrementada en los pacientes con diabetes mellitus) reduce el catabolismo
de éstas, provocando un incremento de los niveles de las LDL del suero en dichos
pacientes. Cabe recordar, que es ésta lipoproteina la que esta involucrada en los

procesos aterogénicos,

Se ha reportado que alrededor del 5% de los residuos de lisina se encuentran
glicados en las LDL de pacientes diabéticos, mientras que en las LDL de no

diabéticos es menor al 2% (88).

Cuando los residuos de lisina se encuentran glicados, la remocion de las LDL

de la circulacion disminuye de un 5-25% (96).

Los datos obtenidos en el presente estudio revelaron que no existieron
cambios en las concentraciones de LDL durante la ingesta de vitamina E. Sin
embargo, al hacer una comparacion estadistica entre la vitamina E v el placebo, se
encontr6 una diferencia significativa con una p<0.05, ya que durante la

administracion del placebo se registré una disminucion de las concentraciones de este
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componente del suero. Dichos resultados difieren de lo reportado en otro estudio. en
el que se argumenta una mejoria en las concentraciones de LDL durante la

administracion de vitamina E (75).

Por otro lado, lo reportado en el presente trabajo concuerda con los resultados
expuestos en otros estudios (83, 84 y 90), no encontrandose cambios significativos
en las concentraciones de: colesterol-LDL, colesterol-HDL, colesterol total y

triglicéridos.

Esto indica que no se modifico en ninguna forma la velocidad de remocion de
estos componentes del suero bajo la accion de la vitamina E. Por otra parte, se sabe
que las LDL contienen una gran cantidad de vitamina E, (86 y 92), estudios que
indican que existe una fuerte correlacion (r = 0.77) entre el colesterol contenido y la
cantidad de w-tocoferol, mientras que otra referencia (87) indica que si las LDL se
someten a condiciones oxidativas, una fase lag precede a la oxidacion de ios
acidos grasos poliinsaturados, y que durante esta fase, los antioxidantes tales como
el a-tocoferol, comienzan a disminuir en su concentracion dentro de éstas
lipoproteinas. Al incrementar la concentracion de la vitamina E, se incrementa la
concentracion de ésta dentro de las LDL, incrementandose paralelamente la

resistencia a la oxidacion de los acidos grasos poliinsaturados.
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Esto puede dar una posible explicacion de por qué no se modificaron las
concentraciones de las lipoproteinas LDL y HDL en las muestras de suero de los
pacientes estudiados. ya que se esperaba una disminucion en las concentraciones de
las LDL y un incremento en las concentraciones de las HDL bajo la accion de la
vitamina E, al impedir ésta la reaccion de glicacion no enzimatica de las

apoproteinas que las constituyen.

Sin embargo, posiblemente el a-tocoferol fué consumido en la inhibicion de
la autooxidacion de los lipidos de las lipoproteinas, principalmente acidos grasos. y
la dosis dada a los pacientes fué insuficiente para inhibir al mismo tiempo la
glicacion no enzimatica de las proteinas del suero, asi como la glicacion de la
hemoglobina, que como ya se ha mencionado, en el presente estudio no presentaron

cambios significativos.

Con respecto a los resultados hallados correspondientes a la Apo A-l. no se
registraron diferencias significativas en las concentraciones de ésta apoliproteina
durante el periodo de administracion de vitamina E asi como en el de placebo,
excepto para el grupo B, en el cual se observo una disminucion significativa con una

p<0.05.
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De forma general, estos resultados concuerdan con los hallados en trabajos
anteriores (90). en los que no se observaron cambios significativos en las
concentraciones de apo A-l, lo que es congruente con lo obscr.\-'adu para las
concentraciones de HDL. En esta misma referencia se menciona que la
administracion de 900 mg/dia de a-tocoferol redujo de forma significativa las
concentraciones de glucosa, triglicéridos, colesterol total, LDL y la Apo B. aunque
cabe senalar que los pacientes diabéticos que participaron en dicho estudio
presentaban un buen control glicémico, va que tuvieron valores normales de
hemoglobina glicada (HbAc) y una concentracion media de glucosa sanguinea de
148mg/dl, mientras que en el presente estudio que se realizo en el Instituto Nacional
de la Nutricion Salvador Zubiran, la media de los valores correspondientes a
hemoglobina glicada (HbAc) fué de 11.96%+/-0.27%, lo cual indica un pobre

control glicémico.

De lo observado anteriormente, se desprende que en pacientes diabéticos con
un pobre control metabdlico, el efecto de la vitamina E de reducir el nivel de la
glicacion no enzimatica de las proteinas del suero (fructosamina) no es significativo,
asi mismo, tampoco tiene un efecto sobre las concentraciones sanguineas de las

proteinas y de los lipidos.
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CONCLUSIONES.

Bajo el disefio experimental del presente trabajo concluimos que en pacientes
con un pobre control de la diabetes mellitus, el tratamiento con vitamina E no tiene
efectos significativos en la concentracion de la glucosa, la concentracion de la
glicacion no enzimatica de las proteinas del suero (fructosamina), los porcentajes de
la hemoglobina glicada (l_-!bA,c}, asi como en las concentraciones de los lipidos del
suero, tales como el colesterol total, el colesterol-HDL, el colesterol-LDL y
triglicéridos, al igual que en las concentraciones de las proteinas evaluadas (apo A-l,

apo B-100 y albumina).

Para evitar las complicaciones cronicas de la diabetes mellitus, el control
metabolico sigue siendo la principal terapia, especificamente el control de la
concentracion de la glucosa para reducir el estrés oxidativo al que se encuentran

sometidas las proteinas del organismo del paciente diabético.
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