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Abreviaturas

ACC: Colegio Americano de Cardiologia.

ADA: Asociacion Americana de la Diabetes.

AGEs: productos finales de glicacién avanzada.
AHA: Asociacion Americana del Corazén.

Akt: serina-treonina quinasa

DT2: diabetes mellitus tipo 2.

EDTA: acido etilendiaminotetraacético.

eNOS: sintasa endotelial de 6xido nitrico.
ENSANUT: Encuesta Nacional de Salud y Nutricidn.
ET-1: endotelina 1

EVC: enfermedad vascular cerebral.

FFA: acidos grasos libres.

HbA;c: hemoglobina glucosilada.

HDL-c: colesterol de alta densidad.

HTA: hipertensidn arterial.

ICAM-1: molécula de adhesion intracelular 1.
IFCC: Federacién Internacional de Quimica Clinica.
IL-1: interleucina 1

IL-6: interleucina 6IMC: indice de masa corporal.
IMTc: grosor de la intima media de la arteria carétida.
LDL-c: colesterol de baja densidad.

NF-kB: factor nuclear kappa B

NGSP: Programa Nacional de Estandarizacién de la Glicohemoglobina.

NO: dxido nitrico.

NRS: especie reactiva de nitrégeno.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

PA: presion arterial.

PAI-1: Inhibidor del activador del plasminégeno 1

PCK: proteina quinasa C.

PI3-K: fosfatidilinositol-3

PKCB: proteina quinasa C isoforma beta.

RAGE: receptor de los productos finales de glicacién avanzada.
ROS: especies reactivas de oxigeno.

TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa.

VCAM-1: molécula Molécula de adhesidn celular vascular 1.
VSMC: células del musculo liso vascular.






1. Antecedentes Cientificos

Introduccion

La Diabetes Mellitus es un grupo de enfermedades metabdlicas caracterizada por hiperglucemia
secundaria por defectos de secrecion de insulina, accion de la insulina o0 ambos. La hiperglucemia
cronica de la diabetes esta asociada con dafio a largo plazo, disfuncidn y falla de diferentes érganos;
que incluye retinopatia con potencial pérdida de la visién, nefropatia y falla renal, neuropatia
periférica y autondmica e incremento en la incidencia de enfermedad cardiovascular, arterial

periférica y cerebrovascular®.

La enfermedad cardiovascular incluye un grupo de desérdenes del corazén y de los vasos
sanguineos, que la ubican en la primera causa de muerte en el mundo. Segun datos de la
Organizacion Mundial de la Salud, se estima que 17.3 millones de personas murieron a causa de
enfermedades cardiovasculares en el 2008, representando un 30% de la mortalidad global. De estas
muertes, 7.3 millones fueron consecuencia de enfermedad coronaria y 6.2 millones debido a
eventos cerebrovasculares. Los paises de bajo y mediano ingreso se ven desproporcionadamente
afectados, ya que mds del 80% de las muertes por enfermedad cardiovascular tienen lugar en estos
paises y ocurre casi equitativamente tanto en hombres como en mujeres?. En México, la primera
causa de mortalidad en ambos géneros son las enfermedades cardiovasculares; reportandose un
total de 109309 defunciones en el 2012, y la segunda causa de mortalidad se atribuye a la diabetes
mellitus®. De acuerdo a la Encuesta Nacional de Salud y Nutricidn 2012, se identificaron 6.4 millones
de adultos mexicanos con diagnéstico de diabetes mellitus y se estima que el total de personas
adultas con diabetes podria ser incluso el doble, segin la evidencia previa sobre el porcentaje de
diabéticos que no conocen su condiciéon.* Tomando en cuenta las estadisticas nacionales e
internacionales, es evidente que la causa mas frecuente de mortalidad en el adulto son las
enfermedades crdénicas no transmisibles, destacando en primer lugar las cardiopatias, la diabetes

mellitus y el evento cerebrovascular, cuyo evento fisiopatoldgico comun es la aterosclerosis®.

Los pacientes con diabetes mellitus tipo 2 (DT2) tienen dos a cuatro veces mayor riesgo de
mortalidad secundaria a enfermedad arterial coronaria. Cuando se establece la cardiopatia
aterosclerosa el riesgo aumenta cuatro a siete veces; esto contribuye hasta con un 70% de la
mortalidad en los pacientes con DT2 y se precisa que a los 10 afios de evolucidn de ser diabético, el
40% tendra un evento coronario. La reduccion de la expectativa de vida de estos pacientes es de 8

a 10 afios en el rango de edad de los 40 a 70 afios.

Los factores de riesgo intervienen de distinta manera en el proceso aterogénico y de
aterotrombosis, siendo los de mayor prevalencia la obesidad, hipertensién arterial (HTA), DT2,
dislipidemias, tabaquismo y otros. El endotelio es el blanco comun de todos los factores de riesgo

vascular, a los que responde con dano celular antes del desarrollo visible de aterosclerosis. Algunos



factores de riesgo estan relacionados con el incremento de la expresién de moléculas de adhesién
endotelial incluyendo ICAM-1, VCAM-1 vy selectinas.® El dafio endotelial induce una respuesta
inflamatoria crénica mediada por los macréfagos derivados de los monocitos. Durante este proceso,
los macréfagos y otras células del sistema inmune se acumulan en el espacio de la intima-media de
la pared vascular junto con el colesterol, calcio y restos celulares. La liberacidn de citoquinas por la
migracion de las células inmunes inicia la interaccion entre las células inmunes, células endoteliales
y células del musculo liso vascular, las cuales sufren cambios morfolégicos como resultado de la
proliferacién de células de musculo liso vascular, migracion, necrosis celular y formacién de la placa
aterosclerdtica. La remodelacion vascular de estas células contribuye a la elaboracidn de una densa
matriz extracelular caracteristica de una lesién aterosclerética mas avanzada, dando como resultado
una obstruccién luminal del flujo sanguineo y una disminucidn consecuente en la provision de
oxigeno a los tejidos.” Sin embargo, el proceso inflamatorio no solo promueve la iniciacién y
evolucion del ateroma, sino también contribuye decisivamente en complicaciones trombéticas
agudas secundarias a la disrupcioén fisica de la placa aterosclerética, siendo esta la causa mas comun

de cardiopatia isquémica coronaria aguda.?

El riesgo cardiovascular proporciona el parametro de referencia en el que se basan las decisiones
terapéuticas y se norman las metas de control de los factores de riesgo presentes en cada paciente
para evitar el desarrollo de aterosclerosis y sus complicaciones®. La informacién acumulada indica
que los conocimientos adquiridos a partir de la relacién entre inflamacién y la aterosclerosis pueden

proporcionar informacién predictiva y prondstica de considerable utilidad clinica.’



El endotelio vascular: definicion, estructura y funcion.

El término endotelio, fue acufiado en 1865 por el anatomista Wilhelm His, que lo definié como el
revestimiento celular de los vasos sanguineos y linfaticos. Actualmente se considera al endotelio,
como una capa monocelular que separa a todos los tejidos de la sangre circulante. El endotelio
proviene del mesodermo por la diferenciacidn de los hemangioblastos a pre-célula endotelial y
posteriormente a un linaje hematopoyético comprometido o a célula endotelial. La estructura
anatémica del endotelio es simple y linear que consta de una capa Unica de células mesenquimales.
Sin embargo, desde el punto de vista metabdlico, el endotelio es un tejido extremadamente
complejo. Las células endoteliales son tipicamente planas y su grosor varia desde 0.1 pm en
capilares a 1.0 um en la aorta. La membrana de la célula endotelial estd compuesta por una bicapa

de fosfolipidos que la atraviesan proteinas que funcionan como receptores o canales.’

El endotelio vascular sirve como un importante drgano autdcrino y paracrino y mantiene la
homeostasis vascular: modulando el tono vascular, regulando el crecimiento celular local y
controlando la respuesta inflamatoria a través de la expresién de moléculas vasculoreguladoras y

vasculotrépicas que actdan a nivel local o a distancia.°

El mediador mas significativo derivado del endotelio es el dxido nitrico (NO), el cual tiene un papel
fundamental en la regulacién del tono y presién vascular. El NO es producido por la sintasa
endotelial de NO (eNOS) y se difunde en las células del musculo liso vascular (VSMC).1 EI NO, inhibe
la adhesidn y agregacidn plaquetaria, la proliferacion de células de musculo liso vascular (VSMC) y
la transcripcion de moléculas de adhesidn leucocitaria incluyendo la molécula de adhesidn celular

vascular (VCAM-1), molécula de adhesidn intracelular (ICAM-1)+12 y E-selectina (Figura 1).23

{ Contraccién del masculo liso J Produccién de Endotelina-1
{ Proliferacion de musculo liso { Adhesién de plaquetas y monocitos
d Agregacién plaquetaria d Expresion de moléculas de adhesion

d Oxidacién del LDL-c

Figura 1. Propiedades atero-protectoras del éxido nitrico (NO) generado por la sintasa de éxido nitrico. LDL-C: colesterol
de baja densidad (Imagen modificada de Sena C et al. Biochim Biophys Acta 2013;1832:2216-2231).



Disfuncion endotelial

Las células endoteliales pueden activarse sin ser disfuncionales, ya que el endotelio continuamente
detecta y responde a cambios del ambiente extracelular local. El término activacion refleja la
capacidad del endotelio a realizar nuevas funciones sin evidencia de dafio celular o disfuncidn. El
concepto de activacion naciéd de estudios in vitro demostrando la habilidad de las células
endoteliales de inducir la expresién de antigenos en la superficie por un estimulo bien definido; y la
disfuncidon endotelial es secundaria a una respuesta adaptativa excesiva, sostenida, o espacial y

temporalmente fuera de lugar.®

La disfuncién endotelial es la incapacidad de las células endoteliales de regular la homeostasis
vascular y esencialmente predispone a la pared vascular hacia un desbalance fisioldgico con efectos
vasoconstrictores, remodeladores, pro-inflamatorios y pro-trobdticos que promueven la

aterosclerosis y el desarrollo de enfermedades cardiovasculares.!!1%14

La caracteristica distintiva de la disfuncion endotelial es la disminucion de la biodisponibilidad de
oxido nitrico, debido a un decremento en la expresion y/o actividad de la eNOS. Esta enzima

dimérica, depende de multiples cofactores para su funcionalidad.*?*®

Disfuncidon del endotelio vascular en diabetes mellitus tipo 2
Resistencia a la insulina y disfuncién del endotelio

Los mecanismos patogénicos fundamentales de la enfermedad macrovascular asociada a la diabetes
incluyen disfuncion endotelial, inflamacidn vascular acentuada e incremento del estrés oxidativo
debido a la prolongada exposicidén a la hiperglucemia, junto con otros factores de riesgo como

hipertensidn arterial, dislipidemia y susceptibilidad genética.%®

Los efectos perjudiciales de la glucosa ya ocurren con niveles de glucemia por debajo del umbral
para el diagndstico de diabetes. La alteracidon temprana de la glucemia causada por la resistencia o
alteracion en la secrecion de insulina es responsable de los cambios funcionales y estructurales del
endotelio vascular.’® La insulina es un regulador normal de la activacién de la eNOS y la produccidn
de NO através de la exitosa fosforilacion de dicha enzima. Mas especificamente, la insulina estimula
la via de de la quinasa fosfatidilinositol-3/Serina-treonina quinasa (P13-K/Akt), la cual potencia la
activacion de la eNOS y la subsecuente produccidon de NO.Y En contraste, la estimulacidn de la via
proteina quinasa activada por mitégenos (MAPK)/quinasa de regulacion de sefializacion extracelular
(ERK), promueve la expresién de endotelina-1 (ET-1), inhibidor del activador del plasmindgeno |
(PAI-1), la expresion de moléculas de adhesion celular, proliferacion de las VSMC, y en tejido
adiposo, la liberacion de acidos grasos libres (FFA).?2 En circunstancias fisiolégicas, la via PI3-K/Akt

predomina para regular el control vasomotor normal. Sin embargo en la resistencia a la insulina que



caracteriza a la DT2, hay una inhibicidn de la via PI13-K/Akt mientras que la sefalizacién de la via

MAPK/ERK estd intacta, dando como resultado una sefializacion pro-aterogénica (Figura 2).1

Insuling ——»
. Membrana de célula endotelial
Receptor de insulina ——p i ‘ l
Extracelular
i i Intracelular
Shc IRS1
Via MAPK/ERK / Via PI3-K/Akt
- Sefializacion de Ras - Captacion de glucosa
crecimiento - Sintesis de
- Proliferacion / PI3-K glucégeno/proteinas
- Diferenciacion MEK 1/2 /lipidos
- Inflamacién - Fosforilacion de la
- Expresion de genes eNOS
Erk 1/2 Akt

Figura 2. Vias de sefializacidn intracelulares de la insulina. Al unirse a su receptor, la insulina inicia dos vias de sefializacion
claves. La activacion de la via P13-K/Akt predomina bajo condiciones fisioldgicas, resultando en un efecto anti-aterogénico.
En la resistencia a la insulina, la via MAPK/ERK predomina sobre la via PI13-K/Akt, cuyos efectos son predominantemente
pro-aterogénicos. (Imagen modificada de Roberts and Porter Diab Vasc Dis Res 2013;10(6):472-482)

Hiperglicemia y disfuncién del endotelio

La produccion de especies reactivas de oxigeno por la hiperglucemia involucra varios mecanismos
celulares, la via del poliol y la hexosamina, los productos finales de glicaciéon avanzada (AGEs), la
activacion de la proteina quinasa C (PKC) y la inflamacién vascular mediada por NF-xB. La
hiperglucemia induce una elevacion de los niveles de diacilglicerol en las células endoteliales, con la
subsecuente activacién de la isoforma PKCP. La PKCP activada es responsable de diferentes cambios
estructurales y funcionales en la vasculatura, incluyendo la permeabilidad celular, expresion
amplificada de moléculas de adhesion (ICAM-1, VCAM-1, E-selectina), angiogénesis, crecimiento
celular, expansion de la matriz extracelular y apoptosis. La activacién de la PKCB incrementa la
expresion de la NADPH oxidasa vascular, la cual produce el anidn superdxido en grandes
cantidades.'%6-18 | 3 generacién del anién superdxido (0y), reacciona directamente con el NO para
formar peroxinitrito (ONOQO’), una potente especie reactiva de nitrdgeno (NRS) que penetra
facilmente la membrana de la célula endotelial. El peroxinitrito inhibe la actividad de las enzimas
antioxidantes (superodxido dismutasa), desacopla la eNOS por la nitrosilacion de su cofactor
tetrahidrobiopterina (BH,) sintetizando preferentemente O, en vez de NO, y ademads, actlia como

contra-regulador de la via PI3-K/Akt, 111619

La activacién de la PKC en diabetes induce la liberacién de vasoconstrictores, como la ET-1. La
sobreregulacién de la ciclooxigenasa-2 (COX2) mediada por la PKC, se asocia a un incremento de

tromboxano A2 y a una reduccion de la liberaciéon de prostacilina (PGI2), la cual es un potente agente



antiproliferativo de las VSMC, reductor del estrés oxidativo y de la adhesion celular al endotelio

vascular. 216

La hiperglucemia incrementa el gradiente de protones dentro de la cadena de transporte de
electrones en la mitocondria, incrementando la salida del anidn superdxido y asi, contribuye a la
formacion de peroxinitrito.!* Ademas, las especies reactivas de oxigeno (ROS) mitocontriales,
incrementan los niveles intracelulares del metabolito de la glucosa metilglioxal y la sintesis de AGEs.
La generacion de AGEs lleva a la activacidn del receptor AGEs (RAGE). En respuesta, la sefalizacion
de AGE-RAGE activa la via de hexosamina involucrada en la glicosilaciéon de la regién eNOS de la
proteina Akt que lleva a una reduccién de la actividad de la eNOS.* Se ha observado que la
interaccion AGE-RAGE incrementa la liberacidn de factor tisular, la secrecién de interleucina-6 (IL-
6), la expresién de VCAM-1 y altera la permeabilidad de la barrera endotelial.’® La hiperactivacién
de la via del poliol por la produccidn de ROS inducida por la glucosa, se ha relacionado con disfuncién
endotelial.’® Recientemente, los productos enddgenos del metabolismo de la arginina, como la
dimetil-L-arginina asimétrica (ADMA) que inhibe el NO,* se ha implicado en la aterosclerosis

diabética.’

Las citoquinas, la activacidon del RAGE y los FFA llevan a la sobregulacion del factor nuclear kappa B
(NF-xB), y por lo tanto, la transcripcion de genes pro-inflamatorios que codifican para E-selectina,
VCAM-1 e ICAM-1.2° Este evento facilita la adhesion de los monocitos al endotelio vascular, el
rodamiento, la diapédesis en el subendotelio y la subsecuente formacién de células espumosas. La
secrecion de interleucina 1 (IL-1) y factor de necrosis tumoral o (TNF-0) por los macréfagos
activados, mantiene la sobre-regulaciéon de las moléculas de adhesidn a través de la sefializacién de

NF-xB en el endotelio.'*1®

Papel funcional de las selectinas en la interaccion leucocito-endotelio

El primer contacto de los leucocitos circulantes en sangre con las células endoteliales estan
mediados por las tres selectinas (Endoteliales E- y P-; Leucocitaria L-, CD62E, CD62P, CD62L
respectivamente) y sus ligandos.??2 El contacto y rodamiento es el primer paso del proceso
secuencial de extravasacion, seguido de la adhesién firme y migracion transendotelial.®® La E-
selectina, la que forma parte en el estudio, es una glucoproteina que se expresa de novo en la
superficie de la célula endotelial a través de la activacién de NF-kB. La P-selectina, en contraste, es
constitutivamente sintetizada en las células endoteliales y plaquetas y almacenada en los cuerpos
de Weibel-Palade y gréanulos o, respectivamente;* es rapidamente traslocada a la superficie por la
estimulacién de mediadores de inflamacidn como trombina, histamina, y factor activador de
plaquetas.?! La L-selectina esta constitutivamente expresada en los leucocitos y es responsable de
la amplificacidon de la respuesta inflamatoria a través de las interacciones leucocito-leucocito.?* Las
tres selectinas se unen a ligandos de carbohidratos fucosilados y sialisados y el principal ligando para

L-selectina, E-selectina y P-selectina, es la glicoproteina P-selectina ligando-1 (PSGL-1) que se



encuentra en las microvellosidades de los leucocitos.??* Las isoformas solubles circulantes (sE, sP,

sL- selectina) se deben a su clivaje proteolitico de la porcidn extracelular.?>2
Papel funcional de las moléculas VCAM-1 e ICAM-1 en la interaccién leucocito endotelio

Las moléculas VCAM-1 e ICAM-1 son glucoproteinas transmembrana que pertenecen a la
superfamilia de las inmunoglobulinas. Son las principales moléculas de adhesidn endotelial
implicadas en la unién a las integrinas VLA-4 (antigeno de activacion retardada -4) y LFA-1 (antigeno
asociado a la funcién de linfocito -1), respectivamente.”>? ICAM-1, es expresada
predominantemente en células endoteliales, epiteliales y leucocitos (macréfagos, linfocitos Ty B,
fibroblastos, células dentriticas del timo, ganglios linfaticos, tracto gastrointestinal, piel, higado y
células hematopoyéticas de la médula). Ademas de ser receptor de las integrinas LFA-1
(CD11a/CD18) y Mac-1 (CD11b/CD18), también es un receptor para el fibrinégeno.?® Es crucial en la
fase de firme adhesidn y migracion de los leucocitos en el sitio de inflamacién.???3 Su forma soluble
(sICAM-1) se produce por clivaje proteolitico de la membrana celular o directamente por las
células.?®-28 Estd presente en fluidos corporales como liquido céfaloraquideo, liquido sinovial, saliva,
orina y secreciones bronquiales. VCAM-1 se expresa en las células endoteliales, fibroblastos que
cubren superficies sinoviales, condrocitos, macrofagos tisulares, células epiteliales del timo, células
dentriticas y pericitos de los tejidos neurales. Ademas de ser receptor para VLA-4, interactta con la
proteina secretada acidica y rica en cisteinas (SPARC), una molécula que induce la modificacién del
citoesqueleto para la transmigracion.?® Su forma soluble (sVCAM-1) ha sido encontrada solamente

en suero por clivaje proteolitico de la membrana celular. 2628

Los niveles de E-selectina, ICAM-1 y VCAM-1, estan relacionados con la edad. Se ha observado que
los niflos pre-escolares y escolares sanos tienen niveles circulantes mas altos que los adultos y los
niveles descienden significativamente entre los 9 y 16 afos de edad. Estudios en adultos sugieren
que los niveles de estas moléculas son constantes entre los 18 y 65 afios, aunque se han dado pocos
detalles.”® También se ha observado que los niveles de estas moléculas estdn mas elevados en
hombres que en mujeres, probablemente vinculado con los niveles de estrégeno, ya que las
concentraciones en mujeres sanas postmenopdusicas con terapia de reemplazo hormonal son
menores que las que no tienen terapia de reemplazo. En estudios in vitro se ha demostrado que el

estrogeno es un regulador negativo de la expresion de moléculas de adhesion.

Las concentraciones de las formas solubles de las moléculas de adhesion E-selectina, ICAM-1 y
VCAM-1 se han visto incrementadas en una variedad de condiciones inflamatiorias.?® Estudios
transversales han mostrado una concentracion elevada de estas moléculas en sujetos con diabetes
tipo 2%°, no diabéticos con resistencia a la insulina, obesidad, hipertension y dislipidemia.?® Las
moléculas ICAM-1 y VCAM-1 tienen una participacion fundamental en las etapas tempranas de
aterosclerosis y sus complicaciones; y ambas moléculas se han identificado en lesiones

ateroscleroticas. 2> 2831



Diversos biomarcadores de disfuncién endotelial se han visto alterados en diabetes mellitus (Tabla
1). ICAM-1 y VCAM-1 forman parte de los cinco principales biomarcadores circulantes asociados a
disfuncién vascular (mas proteina c reactiva, TNF-a e IL-6), que han probado dar informacién

prondstica del desenlace y progresion de la enfermedad en pacientes diabéticos.’

Cuadro1 Mecanismosy marcadores de disfuncién endotelial relacionados con DT2

Mecanismos Biomarcadores Estado Manifestacion
ICAM-1 0
. . . . VCAM-1 1
Resistencia a la insulina L1, 16 1
Hiperglucemia TNF-a T Disminucion de vasodilatacion
S MCP-1 0
Incremento del estrés oxidativo E-selectina T Incremento de vasoconstriccion
Reduccién de la produccién de NO VEGF T
ET-1 T Incremento de aterogénesis
Incremento del estado inflamatorio PAI-1 0
Elevacién de 4cidos grasos libres Fibrinégeno T Alteracién en la remodelacién arterial
vwf 0
Productos finales de la glicacién Niveles de glucosa 0 Incremento de la rigidez arterial
Disfuncién de las VCSM Insulina T
HbA1c T
Disfuncién endotelial EPCs ¢
ADMA 1T
Homocisteina T

ADMA: dimetilarginina asimétrica; EPC: célula endotelial progenitora; ET: endotelina; HbAic: hemoglobina glucosilada; ICAM:
molécula de adhesidn intracelular; IL: interleucina; MCP: proteina quimioatrayente de monocitos; PAI: inhibidor del activador del
plasmindgeno; TNF: factor de necrosis tumoral; VCAM: molécula de adhesion celular vascular; VEGF: factores de crecimiento vascular
endotelial, vFW: factor de von Willebrand; T= Incrementado, sobre regulado; i':disminuido, inhibido.

(Tabla modificada de Tousoulis D et al. } Am Coll Cardiol 2013;62:667-676)

Moléculas de adhesion, hipertension arterial y diabetes mellitus tipo 2

La hipertensién arterial (HTA) en México tiene una prevalencia del 31.5% en la poblacién mayor de
20 afios. La HTA es mas comun en los individuos con diabetes que en la poblacién general. El 65.6%
de los pacientes diabéticos son hipertensos, lo cual ha llegado a plantear a los investigadores la
posibilidad de un nexo fisiopatoldgico que las ligue entre si.* Tanto la HTA como la DT2 son factores
de riesgo independientes de enfermedad cardiovascular.3? Cuando coexisten, tienen un efecto
multiplicador en complicaciones micro y macrovasculares, ya que los diabéticos con HTA tienen dos
veces mas riesgo de sufrir un evento cardiovascular y muerte comparado con aquellos diabéticos
que tienen presién arterial normal.3*34 La presencia de HTA en estos pacientes, contribuye en el
desarrollo y la progresidn de las complicaciones crénicas de la diabetes, acelerando su morbilidad y
mortalidad.?® Por otra parte, los hipertensos tienen un riesgo 2.5 veces superior de desarrollar
DT2.3¢ En pacientes con DT2, la HTA puede estar presente al momento del diagnéstico o aun antes
de desarrollarse la hiperglucemia y a menudo es parte de un sindrome que incluye intolerancia a la
glucosa, resistencia a la insulina, obesidad, dislipidemia y enfermedad arterial coronaria,

constituyendo el denominado sindrome metabdlico.3’El nexo fisiopatoldgico parece ser un aumento



del volumen extracelular y el incremento de las resistencias vasculares periféricas secundarias al
hiperinsulinismo, y activacién simpatica que genera mayor rigidez arterial, asi mismo, Ia
hiperglucemia por si sola genera una toxicidad directa sobre las células endoteliales incrementando
su rigidez. A todo ello, hay que afiadir el estado de vasoconstriccion incrementado en la
arterioesclerosis acelerada, caracteristica de la vasculatura diabética.®® El estudio PROSPECT
(Providing Regional Observations to Study Predictors of Events in the Coronary Tree) que incluyd a
697 pacientes, estudiados mediante histologia virtual intracoronaria tras un procedimiento de
revascularizacion percutanea en el contexto de un sindrome coronario agudo con un seguimiento a
3 aifos demostré que la DT2, el antecedente de revascularizacién coronaria previa y las placas
fibroateromatosas de cdpsula delgada eran los principales determinantes del desarrollo de nuevos
sindromes coronarios agudos y que la presencia de HTA también fue un predictor independiente
(HR = 1.64; 1C95%, 1.03-2.6; p=0,04), pero este dato no se incluyd en la publicacion final y quedd

detallado Unicamente en la informacién suplementaria.

Hay un creciente cuerpo de datos de ensayos clinicos controlados que indican que el control
riguroso de la presion arterial (PA) reduce notablemente las enfermedades cardiovasculares, la
morbilidad y la mortalidad en personas con diabetes tipo 2.4044243 E| Séptimo Reporte del Comité
Nacional Conjunto sobre Prevencién, Deteccidn, Evaluacion y Tratamiento de la Hipertensién (JNC7)
habia establecido la meta de control terapéutico de la PA en pacientes diabéticos menor de 130/80
mmHg.** El dltimo Reporte del Comité (JNC8); ha redefinido la hipertension en los pacientes
diabéticos de edad igual o mayor de 18 afios; debiéndose iniciar tratamiento farmacoldgico cuando
la PA sistdlica es =2 140 mmHg y/o la PA diastdlica es > 90 mmHg y establece una meta terapéutica
de PA sistélica/diastélica menor de 140/90 mmHg. El comité reconoce que una PA sistélica < 130
mmHg es comunmente recomendada para los pacientes con DT2 e HTA. Sin embargo, esta meta no
se apoya en ningun estudio que haya dividido a los participantes de manera aleatoria en dos 0 mas
grupos en los cuales, el tratamiento haya iniciado en un umbral de PA sistélica <140 mmHg. Por lo
tanto, la recomendacién anterior surge en base al estudio ACCORD-BP; el cual es el Unico estudio
gue compara una meta terapéutica de PA sistdlica <140 mmHg contra una meta de PA sistdlica
menor; y que aborda los efectos clinicos importantes. Este estudio compara una meta terapéutica
de PA sistélica <120 mmHg con una meta terapéutica <140 mmHg. Con una media de seguimiento
de 4.7 afios, en el que no hubo diferencia en el resultado primario, en la muerte cardiovascular, en
infarto al miocardio no fatal ni en evento cerebrovascular no fatal.**** Los estandares de cuidado
médico de 2014 de la ADA, recomienda tratar la HTA en pacientes diabéticos con una meta de PA
sistdlica < 40 mmHg y una PA diastdlica <80 mmHg, y para pacientes jévenes con larga expectativa

de vida recomienda una meta terapéutica de PA sistdlica <130 mmHg.*®

Boulbou y colaboradores se ha dedicado en los ultimos afios a estudiar el comportamiento de las

moléculas de adhesién en los pacientes con DT2, mostrando el incremento en la concentracién de




ICAM-1, VCAM;-1y E-selectina en comparacion a los sujetos no diabéticos. En los pacientes con DT2
(ambos grupos, con HTA y sin HTA) mostré un aumento significativo de los niveles de E-selectina en
comparacion al grupo de sujetos sanos, mientras que el grupo de pacientes con HTA no diabéticos
mostré un incremento de E-selectina y VCAM-1. El grupo de pacientes con DT2 e HTA no mostrd un
efecto aditivo en comparacién con el grupo de pacientes con DT2 sin HTA y el grupo con HTA no
diabéticos.*” Estos resultados han sido contradictorios con otros autores que han observado mayor
incremento en ICAM-1.%8 Estos resultados diferentes pueden basarse en la poblacion estudiada y al

tratamiento de estos pacientes que modifican las concentraciones de estas moléculas de adhesion.

La mayor concentracién de ICAM-1 en los sujetos que cursaban con las dos patologias, es una razén
mas para explicar la mayor frecuencia de complicaciones en ellos.* El estudio Edimburgo mostré
que el nivel de ICAM-1, es un marcador inflamatorio que se asocia con aterosclerosis y enfermedad
arterial periférica, tanto en poblacidn general como en sujetos diabéticos. Probablemente porque
la presencia de ICAM-1 en sitios donde se forman las lesiones vasculares se debe a que esta molécula
retiene a los leucocitos en el sitio de inflamacién, lo que favorece la permanencia de los mismos en
el sitio de la lesidn, prolongando el proceso inflamatorio y favoreciendo el desarrollo de lesiones
crénicas, como las placas de ateroma.>® Por lo anterior podemos pensar que en los pacientes con
DT2 e HTA existe mayor activacién endotelial, y es la causa para explicar un mayor dafio endotelial

con mayor desarrollo de ateroesclerosis en comparacién a los pacientes con DT2 Unicamente.

La ultrasonografia carotidea como herramienta diagndstica de aterosclerosis.

Una de las razones por la cual la enfermedad cardiovascular permanece como la principal causa de
muerte en pacientes diabéticos, es por la dificultad del diagndstico temprano de aterosclerosis en
las arterias coronarias.’! La frecuencia de isquemia miocardica silente en pacientes diabéticos es de
3 a 6 veces mas elevada que en pacientes no diabéticos. De acuerdo con el estudio Detection of
Ischemia in Asymptomatic Diabetes (DIAD), 22% de los pacientes diabéticos asintomaticos de 50 a
70 anos de edad demostrd tener isquemia miocardica silente por gammagrafia de perfusion
miocdrdica.>? Se ha demostrado que la evaluacién del riesgo cardiovascular basada en factores de
riesgo convencionales (DT2, hipertension, dislipidemia, obesidad) tiene moderada efectividad. En
contraste, estudios sofisticados de imagen como la angiotomografia coronaria y la gammagrafia de
perfusidn miocdrdica, muestran una alta sensibilidad y especificidad en determinar la severidad de
la enfermedad. Sin embargo, es poco realista emplear estos procedimientos como primera linea
diagndstica, debido a las limitaciones que presenta por efectos adversos, dificultad técnica,
disponibilidad y alto costo. Por estas razones, es necesaria una herramienta no invasiva y de bajo
costo que ofrezca una mayor prediccion de aterosclerosis subclinica en individuos con alto riesgo

cardiovascular.51°*
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La mediciéon del grosor de la intima media de la arteria carétida (IMTc) en la arteria cardtida comun
se describié por vez primera, en 1986 por Pignoli y colaboradores.>*** Desde entonces, esta técnica
ha sido ampliamente utilizada para la evaluacidn del grosor de la pared arterial in vivo, con alta
reproducibilidad y buena correlacion con los principales factores de riesgo cardiovascular,
enfermedad prevalente, severidad de la aterosclerosis en otros vasos sanguineos; y la prediccién de

eventos cardiovasculares.”®

En la actualidad existen diferentes protocolos de medicion con el fin de incrementar la sensibilidad,
especificidad y correlaciéon con enfermedad cardiovascular, dentro de ellos, el mas utilizado es el
gue integra un Unico valor promedio tomando diferentes segmentos de la arteria cardtida tanto

derecha como izquierda (arteria cardtida comun, bifurcacién y carétida interna).>>>®

Los valores normales del IMTc estdn influenciados por la edad y sexo. El punto de corte para
caracterizar lo normal suele ser arbitrario, y en general, se ubica por encima del percentil 75 de la
poblacién estudia. El rango de valores del IMTc combinado en adultos, oscila entre 0.4mm vy 1.0
mm. El IMTc se incrementa, como ya mencionamos, en relacidon al nimero de factores de riesgo
asociados a cada paciente y refleja la severidad de la aterosclerosis sistémica.>! Por cada aumento
absoluto de 0.1 mm del IMTc combinado, incrementa el riesgo de cardiopatia isquémica en un 15%

y de un evento vascular cerebral (EVC) en un 18%.°%%’

Asi mismo, un aumento del IMTc combinado mayor de 0.89mm se ha relacionado a una frecuencia
anual de IAM/ECV del 1.36% y del 8.16% a los 6 afios.>®

La presencia de placas de ateroma en el ultrasonido carotideo, es un fuerte predictor de evento
cardiovascular independiente del IMTc. La presencia de placa obstructiva o no obstructiva, aumenta
6 y 4 veces el riesgo de evento cardiovascular.”® Stoérks y colaboradores sefialaron que el nimero
total de placas, era mejor predictor de mortalidad cardiovascular a los 4 afios que la severidad de

las mismas.®°
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Planteamiento del problema

La prevalencia de DT2 en México se ha incrementado en las ultimas décadas, constituyendo un
problema de salud publica. Actualmente, la DT2 figura como la segunda causa de muerte en nuestro
pais. Por otro lado, la prevalencia de HTA también se ha incrementado en la poblacién mayor de 20
afios, hasta afectar a 1 de cada 3 adultos mexicanos. La tendencia actual de la HTA se ha mantenido
estable en los ultimos 6 afos, con una prevalencia en la poblacidn general adulta del 31.5%. Sin
embargo, en la poblacién diabética mexicana, la coexistencia de HTA es mds comun en que la

poblacién general, alcanzando una prevalencia del 65.6%.

Es conocido que estas dos entidades (la DT2 e HTA), de manera independiente contribuyen en el
desarrollo de enfermedad cardiovascular; la cual es la primera causa de muerte en la poblacidon
mexicana. Numerosos estudios han permitido entender el vinculo que existe entre estas dos
patologias con la inflamacidn y aterosclerosis. Existe evidencia, que tanto la diabetes como la
hipertension, inducen un grado bajo de inflamacién crénica a nivel endotelial, produciendo un

aumento en las concentraciones de moléculas de adhesion ICAM-1, VCAM-1 y E-selectina.

Los estudios que han evaluado las concentraciones de moléculas de adhesion endotelial cuando las
dos comorbilidades estan presentes han sido inconsistentes, ya que no se ha podido establecer de
manera concluyente si la HTA en los pacientes diabéticos refleja un efecto aditivo en la inflamacion

a través de la determinacion de las moléculas de adhesion endotelial.

Preguntas de investigacion:

1. ¢Estardn mas elevadas las concentraciones séricas de moléculas de adhesiéon ICAM-1, VCAM-1
y E-selectina en pacientes con DT2 con mas de 10 afios de evolucién e HTA, en comparacion

con el grupo pacientes con DT2 sin HTA?

2. ¢El IMTc combinado estard mas incrementado en pacientes con DT2 con mds de 10 afios de

evolucidn e HTA en comparacion con el grupo de pacientes con DT2 sin HTA?

3. ¢Existird incremento en el riesgo cardiovascular estimado a través de la Guia en la Evaluacion
de Riesgo Cardiovascular ACC/AHA 2013, en los pacientes con DT2 e HTA, en comparacién con

el grupo de pacientes con DT2 sin HTA?
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Justificacion

La enfermedad cardiovascular y la DT2 son las principales causas de mortalidad en México. Se ha
identificado que los cambios del estilo de vida en los cuales estan involucrados la obesidad, el
sedentarismo y otros factores ambientales han aumentado la incidencia de esta enfermedad,

incluso a edades mas tempranas.

De la proporcién de pacientes con DT2 que conocen su condicién, la mayoria se encuentran
metabdlicamente mal controlados. En el primer trimestre del 2013, se registraron 5020 ingresos
hospitalarios de pacientes con DT2 en unidades médicas de segundo nivel de la Secretaria de Salud.
La primera causa de ingreso fue atribuida a descompensacién de la DT2. El incremento de ocupacidn
hospitalaria se presentd a partir de los 45 afios de edad y el grupo con mayor ocupacién fue de los
65 afios o mas. De estos, 282 pacientes ingresaron por complicaciones macrovasculares (126 por

cardiopatia isquémica y 156 por enfermedad vascular cerebral).

De las complicaciones graves mas frecuentemente reportadas en los pacientes con DT2 segun
ENSANUT 2012 se encuentran: 182 mil infartos, 128 mil amputaciones y 89 mil casos de dialisis. Esto
representa una verdadera emergencia de salud publica nacional, que pone en riesgo la viabilidad
del sistema de salud debido al importante gasto de recursos que requieren estos pacientes para su
atencion. Para el afio 2012, el costo estimado en México de la atencidn de la diabetes fue de 3872
millones de délares, lo que representa un incremento del 13% a la cifra estimada para el 2011. Para

contextualizarlo, este capital sobrepasa el presupuesto asignado al seguro popular en 2010.

Los pacientes con DT2 tienen 2 a 4 veces mas riesgo de mortalidad por enfermedad arterial
coronaria. Cuando se establece la aterosclerosis coronaria, el riesgo aumenta de 4 a 7 veces;
contribuyendo con un 70% en la mortalidad de dichos pacientes. Se precisa que a los 10 afios de
evolucidn de ser diabético, el 40% tendrd un evento coronario y su expectativa de vida se reduce

hasta 10 afios en el rango de edad de los 40 a 70 afios.

Conocer el comportamiento de las moléculas de adhesién endotelial en pacientes con DT2 y DT2
con HTA puede contribuir en la evaluacidn del riesgo cardiovascular en estos pacientes; las cuales

juegan un papel importante en el desarrollo de aterosclerosis.
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Hipotesis

1.

Las concentraciones séricas de moléculas de adhesion (sICAM-1, sVCAM-1 y sE-selectina) son
mayores en pacientes con DT2 con mds de 10 afios de evoluciéon e HTA, en comparacién a los
pacientes con DT2 sin HTA.

El IMTc combinado es mayor en los pacientes con DT2 con mds de 10 anos de evolucion e HTA,
en comparacion a los pacientes con DT2 sin HTA.

El riesgo cardiovascular estimado a través de la Guia de Evaluacidn de Riesgo Cardiovascular
ACC/AHA 2013 sera mayor en pacientes con DT2 con mas de 10 afios de evolucidn e HTA, en

comparacion a los pacientes con DT2 sin HTA.
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Objetivos
Generales:

Determinar los niveles séricos de moléculas de adhesidn (ICAM-1, VCAM-1 y E-selectina) en los
pacientes con DT2 con HTA y los pacientes con DT2 sin HTA y compararlos.

Evaluar el IMTc combinado en los pacientes con DT2 con HTA y DT2 sin HTA y compararlos.
Identificar el riesgo cardiovascular a través de la Guia en la Evaluacién de Riesgo Cardiovascular

ACC/AHA 2013 en los pacientes con DT2 con HTA y los pacientes con DT2 sin HTA 'y compararlos.
Especificos:

- Comparar el control metabdlico con glucosa séricay hemoglobina glucosilada entre los pacientes
con DT2 con HTA y los pacientes con DT2 sin HTA.

- Comparar las concentraciones séricas de colesterol total, colesterol —-HDL y —LDL, y triglicéridos
en pacientes con DT2 con HTA y los pacientes con DT2 sin HTA.

- Determinar la presencia de obesidad a través del IMC en pacientes con DT2 con HTA y en los

pacientes con DT2 sin HTA y compararlos.
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Materiales y Métodos

Disefio del estudio

Diseno: transversal analitico.

Por la intervencion del investigador: observacional.

Por el tipo de recoleccién de informacion: prolectivo.

Por el nimero de mediciones: transversal.

Periodo de estudio: Febrero—Mayo 2014.

Poblacion de estudio:

- Universo de estudio: pacientes del servicio de consulta externa de las Unidades de Medicina

Familiar numero 15, 23 y 31 de la ciudad de México del IMSS.

Criterios de seleccion

Criterios de inclusion:

1.

3.
4.

Pacientes con diagndstico de diabetes tipo 2 de mas de 10 afios de evolucién que hayan

cumplido los criterios de la Asociacién Americana de Diabetes.

- Glucosa en ayuno igual o mayor a 126 mg/dL (7.0 mmol/L)

- Glucosa aleatoria > 200 mg/dL (11.1 mmol/L) en pacientes con sintomas clasicos de
hiperglucemia o crisis de hiperglucemia.

- Glucosa > 200 mg/dL 2 horas después de una carga via oral con 75 gramos de glucosa
anhidra disuelta en agua.

Pacientes con diabetes tipo 2 con mas de 10 afios de evolucidn que tengan el diagndstico

de hipertensién arterial sistémica por la JNC8.

Edad comprendida entre 40 a 70 afios.

Derechohabiente del IMSS con vigencia al momento del ingreso al protocolo.

Criterios de no inclusion:

1.

2
3
4.
5

Derechohabientes con vigencia transitoria o estacional.

Pacientes con enfermedades autoinmunes, infecciosas, hepaticas, renales o neoplasias.
Pacientes con antecedentes de enfermedad cardiovascular.

Aquellos que no acepten firmar la hoja de consentimiento informado.

Otras enfermedades que puedan reducir la sobrevida o que puedan confundir la ocurrencia
de eventos (enfermedades infecciosas, enfermedades autoinmunes, enfermedades

hepaticas, neoplasias malignas, cardiopatias, etc.).

Criterios de exclusion.

1.
2.

Durante el estudio no concluyan alguna parte de las mediciones.
Que se les detecte durante el estudio algun proceso infeccioso, autoinmune o neoplasico o

alguna otra patologia que modifique las moléculas de adhesion.
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Tamano de la muestra

La muestra fue calculada por un muestreo no probabilistico de casos y controles,® donde los
“controles” son pacientes que cursan con DT2 con mas de 10 afios de evoluciéon sin HTA y los “casos”
aquellos que cursan con DT2 con mds de 10 aios de evolucion con HTA. Esta muestra se obtuvo de
acuerdo a las prevalencias reportadas por la ENSANUT 2012, donde la prevalencia de HTA en
personas con DM es de 65.6% y en la poblacion general es de 31.5%. Para calcular el tamafio de

muestra se utilizaron los siguientes parametros:

P1=0.65 (proporcién de la exposicion en los casos)
P2=0.31 (proporcién de la exposicién entre los controles)
0=0.05 (Nivel de seguridad o confianza = 95%)

B=0.4 (Poder estadistico =1 — [} = 60%)

Para un nivel de seguridad 0=95% y un poder estadistico f=60%, tenemos que:

p1tp2
zl_% =196,215 = 025,p = ——— = 0.480
2
[Zl_%\/Zp(l —p) +Z1_pgp1(1 = p1) + p2(1 — p2)
n=
(1 — p2)?
2

_ [1.96,/2(0.480)(1 — 0.480) + 0.25,/0.65(1 — 0.65) + 0.31(1 — 0.31)]
n= (0.65 — 0.31)2

_ [1.96v0.4992 + 0.25v0.4414)"
n= (0.65 — 0.31)2

_ [1.5509149563]
n= (0.34)2

n = 20.8074 =21

Total de ambos grupos 21 + 21 =42

Los escenarios probables de acuerdo al calculo fueron:

- Asumiendo que por cada caso tuviéramos un control y un poder del 90% y un o del 0.05%
tendriamos que tener una n=43 individuos para cada grupo.

- Asumiendo que por cada caso que tuviéramos un control y un poder del 80% y un o del 0.05%
tendriamos que tener una n=33 individuos para cada grupo.

- Asumiendo que por cada caso que tuviéramos un control y un poder del 60% y un o del 0.05%

tendriamos que tener una n=21 individuos para cada grupo.

La n elegida para el estudio fue n=21 para cada grupo, con un nivel de seguridad del 95% y con una

potencia estadistica del 60%.
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Definicidn y operacionalizacion de las variables

La variable independiente es DT2 e HTA. Las variables dependientes son grosor de la intima media
de la arteria cardtida, moléculas de adhesién endotelial (ICAM-1, VCAM-1, E-selectina) y riesgo
cardiovascular. Las variables confusoras son: glucosa, hemoglobina glucosilada, colesterol total,

lipoproteinas de baja densidad, lipoproteinas de alta densidad, triglicéridos y obesidad.
VARIABLES INDEPENDIENTES

Diabetes tipo 2

- Definicion conceptual: grupo de enfermedades metabdlicas caracterizada por hiperglucemia
resultante del defecto en la secrecién y/o accion de la insulina.

- Definicidon operacional: se seleccionard a los pacientes con diagndstico de DT2 con 10 afios de
evolucién o mas de acuerdo a los criterios siguientes establecidos por la ADA: 1) glucosa en ayuno
>126 mg/dL (7.0 mmol/L); 2) glucosa aleatoria > 200 mg/dL (11. 1 mmol/L). 3) glucosa > 200 mg/dL
2 horas después de una carga via oral con 75 gramos de glucosa anhidra.

- Unidad de medicidn: si/no.

- Escala de medicidn: cualitativa nominal.

Hipertensidon Arterial

- Definicidn conceptual: la tensién arterial se define como la energia desarrollada por la contraccion
de las arterias, que es proporcional al flujo sanguineo. Esta tensién varia continuamente, pero de
manera periddica, forma un ciclo que se repite y en el que se manifiesta unos mismos valores
maximos y minimos, de orden constante para cada individuo. El incremento sostenido de la
presion arterial sistdlica (PAs) mayor a 139 mmHg y/o presidn arterial diastdlica (PAd) mayor a 89
mmHg se considera hipertension arterial. Se clasifica en estadio 1 si la PAs esta entre 140 a 159
mmHg y PAd entre 90-99 mmHg. En estadio 2 con una PAs 2 160 mmHg y la PAd = 100 mmHg.

- Definicidn operacional: Es |la presidn ejercida por la sangre sobre las paredes de las arterias. Se
obtendra la informacién del diagndstico de HTA de la historia clinica y del interrogatorio con la
toma de medicamentos para el control de la HTA. A su vez se verificara con la toma de presidn
arterial por los médicos investigadores después de 5 minutos en reposo en una habitacidn sin
ruido y en posicidn sentado en el brazo izquierdo. El baumandmetro que se utilizara es de mercurio
y para fines del estudio, se considera hipertensién arterial, si las cifras de tensidén arterial se
encuentran por encima de 140/90 mm Hg como lo establece el INC8 para pacientes con DT2.

- Unidad de medicién: Nominal dicotdémica si/no.

- Escala de medicidn: cualitativa nominal.
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VARIABLES DEPENDIENTES

Grosor intima media de la arteria carétida (IMTc)

- Definicion conceptual: es la distancia promedio medida entre la capa intima y media de 4
segmentos de la cardtida (pared posterior, anterior a 1 cm de la bifurcacién carotidea, bulbo y
pared posterior de la cardtida interna) a través de ultrasonografia no invasiva de alta resolucion,
que refleja el grado de aterosclerosis sistémica; tiene una correlacién positiva con factores de
riesgo cardiovascular y es un marcador predictivo independiente de cardiopatia isquémica y

evento cerebro vascular.

- Definicién operacional: se utilizara un equipo de ultrasonido Philips, IE-33 de alta resolucién con
software especifico para estudios vasculares de tipo carotideo con transductor lineal de banda
ancha de 7-12 MHz con imagenes en Modo M y B (tiempo real), Doppler color y Doppler Duplex
espectral. Se llevara a cabo por el mismo observador. La exploracién serd bilateral de acuerdo a
las proyecciones antero-posteriores con el paciente en decubito supino y con el cuello en
extension. Todos los estudios se realizaran siguiendo el protocolo prederminado y estandarizado
para las arterias cardtidas derecha e izquierda, iniciando con vistas transversales y posteriormente
se utilizardn imdgenes de la pared posterior, anterior de las cardtidas comunes distales, bulbo y
segmento proximal de la carétida interna. La medicion se realizara en el centimetro antes del
bulbo en ambas paredes anterior y posterior, a nivel del bulbo en el sitio con mayor incremento
en el IMTc y en el segmento proximal de la pared posterior de la cardtida interna derecha e
izquierda. A todas las exploraciones se les tomara fotografia y se almacenardn digitalmente en
disco DVR-R del ultrasonido para su andlisis cuantitativo posterior. Se identificard la presencia de
placas de ateroma. Se obtendra el promedio de las 4 mediciones del IMTc medio derecho e

izquierdo y se obtendrd un promedio final.
- Unidad de medicidn: milimetros (mm).
- Escala de medicidn: cuantitativa continua.
Moléculas de adhesién endotelial

a) ICAM-1

- Definicion conceptual: glicoproteina transmembrana que pertenece a la superfamilia de las
inmunoglobulinas, que sirve de receptor de las integrinas LFA-1 (CD11a/CD18), Mac-1
(CD11b/CD18) vy fibrindgeno. Es crucial en la fase de firme adhesién de los leucocitos al endotelio
en el sitio de inflamacidn. Su forma soluble (sICAM-1) se produce por clivaje proteolitico de la
membrana celular o directamente por las células y es uno de los principales biomarcadores de
disfuncion endotelial.

- Definicidn operacional: se realizara flebotomia con sistema BD Vacutainer®, en ayuno estricto de

12 horas. Se utilizardn dos tubos tapa roja BD Vacutainer® Serum y se centrifugaran a 3500 rpm
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durante 5 minutos. El suero se alicuota en dos tubos eppendorf de 1.5 cm para conservarse a -
70°C. Se medird la concentracién de sICAM-1 por ensayo inmunoenzimatico.
- Unidad de medicién: nanogramos por mililitro (ng/mL).

- Escala de medicidn: cuantitativa.

b) VCAM-1

- Definicion conceptual: glicoproteina transmembrana que pertenecen a la superfamilia de las
inmunoglobulinas. Es receptor para la integrina VLA-4, e interactia con la proteina secretada
acidica y rica en cisteinas (SPARC), una molécula que induce la modificacién del citoesqueleto para
la transmigracion celular. Su forma soluble (sVCAM-1) se produce por clivaje proteolitico de la
membrana celular y es uno de los principales biomarcadores de disfuncion endotelial.

- Definicidn operacional: se realizara flebotomia con sistema BD Vacutainer®, en ayuno estricto de
12 horas. Se utilizardn dos tubos tapa roja BD Vacutainer® Serum y se centrifugaran a 3500 rpm
durante 5 minutos. El suero se alicuota en dos tubos eppendorf de 1.5 cm para conservarse a -
70°C. Se medird la concentracién de sVCAM-1 por ensayo inmunoenzimatico.

- Unidad de medicion: nanogramos por mililitro (ng/mL).

- Escala de medicidn: cuantitativa.

c) E-selectina:

- Definicidn conceptual: glicoproteina que se expresa de novo en la superficie de la célula endotelial,
la cual regula el primer contacto y rodamiento de los leucocitos sobre el endotelio. Se unen a
ligandos de carbohidratos fucosilados y sialisados. Su principal ligando es la glicoproteina P-
selectina ligando-1 (PSGL-1) que se encuentra en las microvellosidades de los leucocitos. La
isoforma soluble (sE-selectina) se debe a su clivaje proteolitico de la porcién extracelular.

- Definicidn operacional: se realizara flebotomia con sistema Vacutainer®, en ayuno estricto de 12
horas. Se utilizaran dos tubos tapa roja BD Vacutainer® Serum y se centrifugaran a 3500 rpm
durante 5 minutos. El suero se alicuota en dos tubos eppendorf de 1.5 cm para conservarse a -
70°C. Se medird la concentracidn de sE-selectina por ensayo inmunoenzimatico.

- Unidad de medicion: nanogramos por mililitro (ng/mL).

- Escala de medicion: cuantitativa.
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Riesgo cardiovascular:

- Definicion conceptual: la guia de evaluaciéon de riesgo cardiovascular American College of
Cardiology/American Heart Association (ACC/AHA) 2013,%? lo define como la probabilidad
estimada dentro de un periodo de 10 afios a partir de la evaluacion, de sufrir un evento de
enfermedad aterosclerética cardiovascular no mortal, en sujetos entre los 40 y 79 afios de edad
gue aun no han presentado un evento cardiovascular. La estimacion del riesgo se basa en un
conjunto de ecuaciones de cohortes desarrolladas a partir de modelos de riesgo proporcionales
especificos para sexo y raza; que incluyen las covariables de edad, nivel de presidn arterial sistdlica
tratada o no tratada, niveles de colesterol total y lipoproteinas de alta densidad, estado de
tabaquismo (Si/No) y antecedente de diabetes (Si/No). El punto de corte establecido para
estratificar a un sujeto con riesgo cardiovascular bajo es <7.5%, y en riesgo cardiovascular alto
>7.5%. Se recomienda evaluar el riesgo cardiovascular a todos los sujetos con 40 aiios de edad. La
evaluacidn debe repetirse cada 4 a 6 afos en sujetos que obtengan un riesgo bajo (< 7.5%). Los
sujetos con riesgo alto (= 7.5%), deben intervenirse con medidas de prevencion establecidas en las
guias de prevencion de colesterol y obesidad ACC/AHA.

- Definicidn operacional: para evaluar el riesgo cardiovascular a 10 afios en los participantes del
estudio, se realizard una serie de pasos. Se calcula el valor del logaritmo natural de la edad,
colesterol total, HDL-c y presidn arterial sistdlica tratada y no tratada. Las interacciones entre la
edad y los lipidos y la presidn arterial sistélica, utilizan el logaritmo natural para cada variable (ej.
Ln[Edad]xLn[Colesterol Total]). Estos valores son multiplicados posteriormente por el coeficiente
de cada ecuacion para el grupo especifico de sexo y raza de cada sujeto. La suma de los valores
resultantes del producto del “[Coeficiente]x[Valor]” es calculada para cada sujeto; obteniendo una

IM

“suma individual” para cada grupo de sexo y raza. El riesgo estimado de presentarse un primer
evento severo de enfermedad aterosclerética cardiovascular a 10 anos, es entonces calculado
como 1 menos la tasa de supervivencia a 10 afios, elevado a la potencia del exponente resultante

| "

de la diferencia de la suma del “[Coeficiente]x[Valor]” menos la media de la suma del
“[Coeficiente]x[Valor]” especifico para sexo y raza; o en la forma de la ecuacion:
Estimacion de riesgo individual en 10 afios de presentar un evento severo de enfermedad

aterosclerdtica cardiovascular (10-year Risk for Incident Hard ASCVD)

e(IndX'B-MeanXx'B)

10-year Risk for Incident Hard ASCVD = 1 — 57,

Donde Siges la tasa de supervivencia a 10 afios para cada grupo de sexo y raza, IndX’B es la suma
del [Coeficiente]x[Valor] y MeanX’B es la media de la suma del [Coeficiente]x[Valor] especifico

para sexo y raza.

- Unidad de medicidn: porcentaje de evento cardiovascular a 10 afios

- Escala de medicidn: para fines descriptivos: cuantitativa, para analisis cualitativa dicotdmica.
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VARIABLES CONFUSORAS

Glucosa

- Definicidn conceptual: monosacarido hexosa por estar compuesto de seis atomos de carbono. Es
un sustrato para el metabolismo energético en la mayoria de los tejidos. Su metabolismo es un
proceso complejo con cambios continuos a lo largo del dia. Las concentraciones en plasma o suero
son 10 a 15% mayores porque no estan presentes los componentes estructurales hematicos, de
tal forma que hay mads glucosa por unidad de volumen, por lo que los limites normales de glucosa
plasmatica o sérica de ayuno son de 70 a 110 mg/dL.

- Definicidn operacional: se realizara flebotomia con sistema BD Vacutainer® al inicio del estudio
con ayuno estricto de 12 horas y se procesara la muestra en el laboratorio de la Unidad de
Investigacion el mismo dia. La muestra para glucosa se recolectard en un tubo tapa roja BD
Vacutainer® Serum. Se medird por andlisis de punto final con metodologia Trinder glucosa
oxidasa/peroxidasa, utilizando la plataforma ILab 300 Plus.

- Unidad de medicién: mg/dL

- Valor normal: < 110 mg/dL

- Escala de medicidn: con fines descriptivos es cuantitativa y para fines de analisis es cualitativa

dicotémica.

Hemoglobina glucosilada (HbA1c)

- Definicidn conceptual: porcentaje de glucosilacion de hemoglobina. La Hemoglobina A (HbA)
constituye el 90% de la hemoglobina del adulto y tiene 3 subunidades, Ala, Alb, Alc, de estas la
mas estable, que tiene una unidn con la glucosa mas especifica es la fraccion HbAlc donde se
desarrolla una glucosilacién irreversible no enzimatica de la valina N-terminal de la cadena beta
de la Hemoglobina. Este fendmeno ocurre en el eritrocito y depende de la concentracién de
glucosa con una duracién de 120 dias que es la vida media del eritrocito.

- Definicidn operacional: se realizara flebotomia con sistema BD Vacutainer® al inicio del estudio
en ayuno estricto de 12 horas y se procesard la muestra en el laboratorio de la Unidad de
Investigacion el mismo dia. La muestra para HBA;c se recolectard en un tubo BD Vacutainer® K2
EDTA 10.5 mg. Con la prueba Quantex HbAic se mide la concentracién total de hemoglobina en
una muestra hemolizada pretratada; donde el método involucra la conversidon de todos los
derivados de hemoglobina en hematina, la cual permite la medicién de punto final de la
hemoglobina total. El calculo de la HbA;c, es por un ensayo de inhibicidn por aglutinacion de latex,
donde la HbAicpresente en la muestra reacciona con los anticuerpos anti-HbA;c acoplados al latex,
pero como sdlo existe un sitio de unién especifico no ocurre la aglutinacion. Posteriormente se
agrega el aglutinador, un polimero sintético con multiples copias de la unidén inmunoreactiva de la
HbAic que se une a las porciones libres del latex. En ausencia de HbA;c la aglutinacién da como

resultado un incremento en la absorbancia, la cual se mide por turbidimetria. Si la muestra
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contiene HbA;c reacciona con los anticuerpos acoplados al latex y el polimero sintético aglutinador
reacciona con los sitios libres de unién de los anticuerpos acoplados al latex y la absorbancia final
disminuye proporcionalmente a la concentracién de HbA;c. La concentracién entonces, es
calculada con la siguiente ecuacién: mmol/mol HbA;c (IFCC) = HbA;c (mmol/1)/Total Hb(mmol/l) X
1000. Los resultados se convierten a unidades NGSP (%) utilizando la ecuacion: NGSP (%) = 0.09148
IFCC (mmol/mol) + 2.152°. Se utilizé la plataforma ILab 300 Plus.

- Unidad de medicion: porcentaje.

- Valor normal: 4.5a6.2 %

- Escala de medicidn: con fines descriptivos es cuantitativa y para fines de analisis es cualitativa

dicotédmica.

Colesterol total

- Definicidn conceptual: es una grasa o lipoide esencial para nuestro organismo y es indispensable
para formar las membranas de las células, los acidos biliares y hormonas de la corteza suprarrenal
y de las glandulas sexuales. La hipercolesterolemia condiciona un estado de ateroesclerosis.

- Definicidn operacional: se realizara flebotomia con sistema BD Vacutainer® al inicio del estudio
con ayuno estricto de 12 horas y se procesara la muestra en el laboratorio de la Unidad de
Investigacion el mismo dia. La muestra se recolectara en un tubo tapa roja BD Vacutainer® Serum.
Se medira por andlisis de punto final basado en una modificacién por el método de Allain et al,
utilizando la plataforma ILab 300 Plus.

-Unidad de medicién: miligramos por decilitro (mg/dL).

-Valor normal: < 200 mg/dL.

-Escala de medicién: con fines descriptivos es cuantitativa y para fines de analisis es cualitativa

dicotémica.

Colesterol de baja densidad (LDL-c)

-Definicion conceptual: son lipoproteinas de mayor tamafio, con un diametro de 180 a 300
Amstrongs. Tienen una densidad 1.019-1.063 kg/L. Al estar oxidadas actuan inhibiendo el
transporte de la arginina desde el plasma sanguineo al endotelio vascular disminuyendo la sintesis
de éxido nitrico. Se producen por degradacién de las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL)
y son las que mas contribuyen a la disfuncién endotelial y formacion de placas de ateroma.
-Definicion operacional: se realizara flebotomia con sistema BD Vacutainer®, en ayuno estricto de
12 horas y se procesara la muestra en el laboratorio de la Unidad de Investigacién el mismo dia.
La muestra se recolectara en un tubo tapa roja BD Vacutainer® Serum. Se medira por analisis de
punto final basado en actividad enzimatica; utilizando la plataforma ILab 300 Plus.

-Unidad de medicién: miligramos por decilitro (mg/dL).

-Valor normal: < 100 mg/dL.
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-Escala de medicién: con fines descriptivos es cuantitativa y para fines de analisis cualitativo

dicotdmico.

Colesterol de alta densidad (HDL-c)

-Definicién conceptual: es una pequefia particula que consiste principalmente de proteinas (18-
22%) ApoA-l, ApoA-ll y E; colesterol (3-5%); ésteres de colesterol (15-20%); triglicéridos (2-7%) y
fosfolipidos (26-32%). Tiene movilidad electroforética a, un didametro de 50 a 120 Amstrongs y una
densidad de 1.063-1.125 kg/L para HDL,y 1.045-1.080 kg/L para HDLs. Esta involucrada en el
transporte inverso del colesterol. Estudios in vitro sugieren que esta implicada en mecanismos
anti-inflamatorios, anti-oxidantes, anti-trombéticos y de induccién del 6xido nitrico.

-Definicidn operacional: se realizara flebotomia con sistema BD Vacutainer®, en ayuno estricto de
12 horas; y se procesara la muestra en el laboratorio de la Unidad de Investigacion el mismo dia.
Se utilizarad un tubo rojo BD Vacutainer® Serum. Se medird por andlisis de punto final por inhibicidn
de antigeno-anticuerpo y actividad enzimatica; utilizando la plataforma ILab 300 Plus.

-Unidad de mediciéon: miligramos por decilitro (mg/dL)

-Valor normal: el recomendado para hombre es > 40 mg/dL, y para mujer > 50 mg/dL.

-Escalada de medicidn: con fines descriptivos es cuantitativa y para fines del analisis es cualitativa

dicotdmica.

Triglicéridos

-Definicidn conceptual: compuestos de tres acidos grasos y un glicerol. Son los principales lipidos
qgue transportan grasa neutra y se depositan en el tejido adiposo y muscular para su uso o
almacenamiento. La hipertrigliceridemia conforma el modelo de dislipidemia del diabético tipo 2.

-Definicion operacional: se realizard la flebotomia con sistema BD Vacutainer® al inicio del estudio
con ayuno estricto de 12 horas y se procesara la muestra en el laboratorio de la Unidad de
Investigacion el mismo dia. La muestra para triglicéridos se recolecté en un tubo rojo BD
Vacutainer® Serum. Se medird por analisis de punto final por actividad enzimatica; utilizando la
plataforma ILab 300 Plus.

-Unidad de medicién: miligramos por decilitro (mg/dL).

-Valor normal: < 150 mg/dL.

-Escala de medicidn: con fines descriptivos es cuantitativa y para fines de analisis, cualitativa

dicotdmica.

Obesidad

- Definicidon conceptual: el sobrepeso y la obesidad se definen como una acumulacién anormal o
excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud. El indice de masa corporal (IMC) es un
indicador simple de la relacién entre el peso y la talla que se utiliza frecuentemente para identificar
el sobrepeso y la obesidad en los adultos. Se calcula dividiendo el peso de una persona en

kilogramos por el cuadrado de su talla en metros (kg/m?).




- Definicion operacional: se calculard el IMC de cada paciente a partir de las medidas
antropomeétricas obtenidas y se clasificara segun los criterios de la OMS como sigue: un IMC igual
o superior a 25 y menor que 30 determina sobrepeso. Un IMC igual o superior a 30 y menor que
35 determina obesidad tipo I; un IMC igual o superior a 35 y menor que 40 determina obesidad
tipo Il; un IMC superior a 40 determina obesidad tipo Ill.

- Unidad de medicion: kilogramos sobre metro cuadrado.

- Escala de medicidn: cualitativa ordinal.
VARIABLES DEMOGRAFICAS

Edad

- Definicidn conceptual: tiempo transcurrido en afios, meses, dias desde el registro de nacimiento
hasta el momento de referencia.

- Definicidn operacional: tiempo transcurrido desde el nacimiento, expresado en afos, obtenido
por interrogatorio directo al paciente.

- Unidad de medicion: afios.

- Tipo de variable: cuantitativa.

Sexo

- Definicidn conceptual: se refiere a las caracteristicas bioldgicas que definen a los seres humanos
como hombre o mujer.

- Definicidn operacional: de acuerdo a las caracteristicas fenotipicas del paciente, se clasificara
como hombre o mujer.

- Unidad de medicion: masculino o femenino.

- Escala de medicion: dicotdmica.
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Analisis estadistico

Se utilizé el software MS Office® Excel® 2013 para capturar la informacidn de la hoja de recoleccién
de datos, estudios de laboratorio y del ultrasonido doppler carotideo. También se calcularon
medidas antropométricas como indice de masa corporal, indice cintura/cadera. Se calculd la tasa de
filtracion glomerular con la ecuacién de Cockcroft-Gault, la estimacién del riesgo cardiovascular de
acuerdo al modelo estadistico ACC/AHA 2013 y el grosor intima-media de la arteria cardtica

combinado.

El andlisis estadistico se llevd a cabo con el Software IBM® SPSS® v22. Se calcularon estadisticos
descriptivos. Para el analisis bivariado, se utilizé la prueba de Mann-Whitney no paramétrica para
dos muestras independientes. Se utilizé el coeficiente de correlacidon de Spearman para determinar

las correlaciones entre variables y para el andlisis de multivariado se empled regresion logistica.
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Descripcion general del estudio

Evaluacion clinica: una vez identificados a todos los pacientes, se les citd entre las 7 y 8 de la mafiana
para la aplicacién de varios cuestionarios sobre la presencia de factores de riesgo asociados a su

diabetes, su estilo de vida (alimentacion y actividad fisica) y nivel de educacién escolar.

A todos los participantes se les descartd la presencia de infeccidon aguda en el interrogatorio y se
examinaron clinicamente a cada paciente buscando intencionadamente la presencia de fiebre con
toma de temperatura axilar, la presencia de infeccién respiratoria o abdominal. Ademas, se les
realizo una historia clinica completa, que incluydé edad, peso, talla, tensién arterial, los cuales

registramos en la hoja de recoleccion de datos (Anexo 2).

La determinacién de la presién arterial se realizd con un esfigmomandmetro de mercurio. Con el
minimo de ropa se pesé al paciente en una bascula Tanita, ajustando la medicién al medio kilogramo
mas cercano. La talla se obtuvo en un estadimetro, aproximando la medicién al centimetro mas
cercano. Como medida de obesidad se estimara el indice de masa corporal, al dividir el peso en
kilogramos sobre la talla en metros elevada al cuadrado. Se medié la circunferencia de cintura en el
momento del vacio entre el final de la espiracién y el comienzo de la inspiracidon de una respiracion
normal, en el punto medio entre la cresta iliaca y la primera costilla. También se medid la
circunferencia de cadera como aquella de mayor magnitud entre la cadera y rodilla. Estas
mediciones se realizaron con una cinta métrica flexible Mass®, y se estimara el indice cintura-cadera,

como la razén entre ambas circunferencias.

Métodos para la determinacion de moléculas de adhesion: después de 12 horas de ayuno, para la
determinacion de moléculas de adhesion, se obtuvo una muestra sanguinea de 14 mL de una vena
periférica en cada uno de los participantes (se utilizaron 2 un tubo BD Vacutainer® Serum). La
muestra se dejo coagular y se centrifugd a 3500 rpm durante 5 minutos dentro de la primera media
hora después de su obtencién. Del suero, se separaron alicuotas para la medicién del ICAM-1,
VCAM-1 y E-selectina, las cuales se congelaron a -70° C hasta su determinacion. Los estandares y
todas las muestras se determinaron por duplicado. Los resultados se reportaron como el promedio

de los duplicados.

La cuantificacion se realizd con la técnica de ELISA, utilizando un inmunoensayo enzimatico tipo
sandwich con un anticuerpo monoclonal doble (EIA), utilizando un kit DuoSet ELISA human ICAM-
1/CD54 y DuoSet ELISA human E-Selectin/CD62E, con microplacas, buffers, diluyentes, sustratos y
diluciones recomendados en el inserto para placas de 96 pozos. La lectura de los resultados sera por

espectrofotdmetro Thermo Scientific Multiskan FC.

Estudios bioquimicos: posterior a 12 horas de ayuno, para la determinacidon de parametros
bioquimicos, se obtuvo una muestra sanguinea de 7 mL de una vena periférica en cada uno de los

participantes. La muestra se dejé coagular y se centrifugd a 3500 rpm durante 5 minutos dentro de
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la primera media hora después de obtener la muestra. Después, se realizaron las determinaciones
de glucosa, urea, creatinina, colesterol total, HDL-c, LDL-c y triglicéridos. Para determinar los valores
de HbA;c en sangre total, se empled un tubo BD Vacutainer® K2 EDTA 10.5 mg. Se determiné la
presencia de albumina en orina por ensayo inmunoenzimatico. La determinacidn de los analitos
antes mencionados se llevd a cabo acorde a las instrucciones y material especificados por el

proveedor de cada prueba en la plataforma analitica ILab 300 Plus (Anexo 3).

Métodos para la determinacion del ultrasonido carotideo se utilizé un equipo de ultrasonido
Philips, IE-33 de alta resolucién con software especifico para estudios vasculares de tipo carotideo
con transductor lineal de banda ancha de 7-12 MHz con imagenes en modo —B (tiempo real),
Doppler color y Doppler duplex espectral. Siempre se llevd a cabo por el mismo observador. La
exploracién extracraneal de las arterias carétidas comunes se realizd bilateralmente de acuerdo a
las proyecciones antero-posteriores con el paciente en decubito supino y con el cuello en extension.
Todos los estudios se realizaron siguiendo un protocolo predeterminado y estandarizado para las
arterias cardtidas derecha e izquierda, iniciando con vistas transversales y posteriormente se
utilizaron imagenes de la pared posterior y anterior de las arterias carétidas comunes distales, en el
bulbo y en el primer centimetro de la cardtida interna derecha e izquierda. . La medicion se realizd
en el centimetro antes del bulbo en ambas paredes anterior y posterior, a nivel del bulbo en el sitio
con mayor incremento en el IMTc y en el segmento proximal de la pared posterior de la cardtida
interna derecha e izquierda. A todas las exploraciones se les tomo fotografia y se almacenaron
digitalmente en disco DVR-R del ultrasonido, para su andlisis cuantitativo posterior. Se identificd la
presencia de placas de ateroma. Se obtuvo el promedio de las 4 mediciones del IMTc medio

derecho, izquierdo y se obtuvo un promedio final, el cual se consideré para el analisis. (Anexo 4)
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Aspectos éticos

El presente protocolo de estudio se apega a los lineamientos de la Declaracién de Helsinkiy a los de

la Ley General de Salud vigente, acerca de investigaciéon en seres humanos.

Riesgo de la investigacion. De acuerdo con lo establecido en el Reglamento de la Ley General de
Salud en Materia de Investigacién para la Salud y conforme a los Aspectos Eticos de la Investigacién
en seres humanos, Titulo I, Capitulo I, articulo 17; el estudio se considerd de riesgo mayor que el

minimo por la realizacién del Ultrasonido Vascular.

Posibles beneficios. El participante recibié como beneficio directo el reporte del ultrasonido
vascular para su médico familiar con el objetivo de mejor la correccién de sus factores de riesgo. De
presentar enfermedad carotidea o vascular periférica importante se canalizo al paciente al servicio
de Angiologia para su manejo por el especialista. En el caso del beneficio a la sociedad, se espera
que los resultados contribuyan a aumentar el conocimiento de la utilidad de estudios clinicos no
invasivos sugeridos para el diagndstico temprano de ateroesclerosis en pacientes con riesgo
cardiovascular. Y el generar pautas sobre el manejo de los distintos factores de riesgo

potencialmente modificables.

Posibles inconvenientes. El principal inconveniente para el paciente que aceptd participar fue la
puncién para la toma de la muestra de sangre. Asi como la realizacién del ultrasonido vascular en
relacion a la temperatura del gel sobre la piel. Otro posible inconveniente fue el desplazamiento de

su lugar de origen a la UMAE del Hospital de Especialidades por el gasto econédmico que represento.

Confidencialidad. Todos los datos obtenidos durante el estudio se han mantenido como
confidenciales. Sélo el personal autorizado de los servicios de Cardiologia y de la Unidad de
Investigacion en Epidemiologia Clinica y Bioquimica de la UMAE Hospital de Especialidades tuvo
acceso a los mismos para la captura y procesamiento de la informacion. Los datos obtenidos se han
utilizado sin indicar el nombre de los pacientes (se utilizd un nimero de folio en cada caso) o

cualquier otro dato que permitiera identificarlo.

Consentimiento Informado. Respecto del proyecto se informd a los pacientes: el propdsito, los
procedimientos, los posibles riesgos, benéficos, molestias y resultados. La posibilidad del retiro, la
confidencialidad de los datos, el personal de contacto para dudas y aclaraciones respecto al estudio
y respecto a sus derechos como participantes. Una vez entendida la informacién, se solicité al
paciente su consentimiento informado para participar en el estudio. Se explicd que su atencién en
el Instituto no serd diferente de ninguna manera en caso de rechazar participar en el estudio. (Anexo
5)
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Condiciones en la que se solicita el consentimiento. El consentimiento informado se solicité en la
Unidad de Investigacién Médica en Bioquimica de la UMAE Hospital de Especialidades, siempre por
parte del médico, una vez que fue presentado el protocolo al paciente. El contenido de la carta de
consentimiento se estructurd acorde a las disposiciones de la Declaracidn de Helsinki y la Secretaria
de Salud en materia de investigacion en humanos conforme al articulo 13 a 27 del capitulo Iy a la
Guia para la Carta de Consentimiento Informado de la Comisiédn Nacional de Investigacion Cientifica

de la Coordinacion de Investigacion en Salud del Institutico Mexicano del Seguro Social.

A los pacientes se les invitara a participar de manera voluntaria, con el beneficio personal de
realizarles evaluacion integral tanto clinica como de laboratorio. En caso de detectarse alguna
patologia por el médico responsable de la evaluacién, se le proporcionara al participante una nota

para que acuda a su clinica para atencion médica correspondiente.

A todos los participantes se les solicitard la firma de la carta de consentimiento informado como
parte de los requisitos de la Comisién de Etica. Ademads, se les informara que los tubos de las
muestras de suero, seran etiquetados con nimeros consecutivos y se registraran en nuestra base
de datos de manera confidencial. Los investigadores se comprometen al uso no lucrativo y
responsable de las alicuotas de suero (no comercializacién, no ruptura del anonimato) por parte de

las instancias que participan dentro y fuera del IMSS.
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Recursos humanos y materiales.
Recursos humanos

Se contd con la participacion de los siguientes recursos humanos:

- Dr. Miguel Cruz Lépez, jefe de la Unidad de Investigacion Médica en Bioquimica, Hospital de
Especialidades, Centro Médico Nacional Siglo XXI.

- Dr. Adan Valladares Salgado, Investigador asociado de la Unidad de Investigacién Médica en
Bioquimica, Hospital de Especialidades, Centro Médico Nacional Siglo XXI.

- Dr. Jesus Peralta Romero, Investigador asociado de la Unidad de Investigacion Médica en
Bioquimica, Hospital de Especialidades, Centro Médico Nacional Siglo XXI.

- Dra. Alicia Contreras Rodriguez, médico cardidlogo ecocardiografista adscrito al Servicio de
Gabinetes, Hospital de Cardiologia, Centro Médico Nacional Siglo XXI.

- Personal de Laboratorio de la Unidad de Investigacién Médica en Bioquimica, Hospital de

Especialidades, Centro Médico Nacional Siglo XXI.
Recursos materiales

- Se requirié material de oficina, instrumentos de exploracién fisica, equipos de computo, software,
material de laboratorio, reactivos de pruebas bioquimicas y de moléculas de adhesion endotelial,
instrumentos analiticos de laboratorio (Thermo Scientific Multiskan FC e ILab 300 Plus) y equipo

de ultrasonido vascular (Philips IE-33).
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Resultados

Se estudiaron a 50 pacientes 17 hombres y 33 mujeres con una edad promedio de 59 (54.75 a 65)

afios con tiempo de evolucién de la diabetes de 12 (10 a 16) afios.

Se conformaron dos grupos: 21 pacientes en el grupo | con DT2 sin HTA con un tiempo de evolucién
promedio de 10 afios (10 a 12), 9 hombres (42.9%) y 12 mujeres (57.1%); grupo |l con DT2 e HTA
con tiempo de evolucién de 14 afios (11.5 a 17.5), 8 hombres (27.6%) y 21 mujeres (72.4%).

Al comparar el IMC entre ambos grupos: grupo I: 29.41 (27.59 — 33.2 kg/m?) vs grupo II: 27.76 (24.6
— 30.51 kg/m?) no se alcanzé diferencia estadistica. Al estratificar por sobrepeso y obesidad se
observé una diferencia significativa en la variable obesidad entre el grupo | con 38.1% y el grupo |l
con 27.5%. El resto de los pardmetros basales antropométricos de los sujetos del estudio se

describen en la tabla 1.

Tabla1 Parametros basales antropométricos y clinicos de la muestra inicial por grupos de

estudio.
Grupo | Grupo Il

Variable Diabetes (n=21) Diabetes e HTA (n=29) p
Edad (afios) 57 (52-63.5) 61 (56.5-65.5) 0.07
Sexo (H/M) (%) 9/12 (42.9/57.1) 8/21(27.6/72.4) NS
Peso (kg) 76 (67 — 88.75) 63.9 (58.2-78.3) 0.028*
Talla (cm) 1.62 (1.56 —1.66) 1.54 (1.48-1.61) 0.024*
IMC (kg/m?) 29.41 (27.59 - 33.2) 27.66 (24.6 — 30.5) 0.118
indice cintura/cadera 0.96 (0.90-1.01) 0.91 (0.84 —0.95) 0.026*
TAS (mm Hg) 115 (110-120) 140 (130 - 140) <0.001%*
TAD (mm Hg) 80 (70— 80) 90 (82.5-90) <0.001*
Uso de medicamentos: n (%)

Estatinas y Fibratos 8(38.1) 18 (62.1) NS

Antihipertensivos 2 (9.51) 24 (82.8) < 0.001*

Antiagregantes 0 0 -
Antecedente de: n (%)

Tabaquismo 6 (28.6) 6 (20.7) NS

Dislipidemia 14 (66.6) 29 (100)

Hipercolesterolemia 9 (42.8) 17 (58.6)

Hipertrigliceridemia 12(57.1) 15 (51.7)
Actividad Fisica n (%) 12 (57.1) 19 (65.5) NS
Sobrepeso 11 (52.4) 13 (44.8) 0.07
Obesidad 8(38.1) 8(27.5) 0.05*

Resultados expresados en mediana (rango intercuartil); o en n(%) segun sea el caso.
*P estadisticamente significativa < 0.05; NS=no significativo.
IMC=indice de masa corporal; TAS=tension arterial sistélica; TAD=tensidn arterial diastdlica.
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En las pruebas bioquimicas, la presencia de dislipidemia se vio en 14 pacientes (66.6%) en el grupo
I; de los cuales el 38.1 % se encontraban con tratamiento hipolipemiante. El perfil de lipidos en estos
pacientes mostré elevacién de colesterol total en 9 pacientes (42.8%); con presencia de
concentraciones altas de LDL-c en 18 pacientes (85.71%) e hipertrigliceridemia en 12 pacientes
(57.14%). En el grupo Il el diagndstico previo de dislipidemia fue en un 100%, caracterizado por
hipercolesterolemia en 17 pacientes (58.6%), incremento de LDL-c en 29 pacientes (100%) e
hipertrigliceridemia en 15 pacientes (51.7%). No se encontraron diferencias estadisticamente

significativas para las concentraciones de LDL-c, HDL-c y triglicéridos.

El estado metabdlico se analizé a través de la concentracion de glucosa sérica en ayuno mostrando
un mayor descontrol metabdlico en el grupo | comparado al grupo Il (183 vs 156 mg/dl). Esta
diferencia no alcanzd significancia estadistica; y se mantiene cuando estudiamos el control en forma

mas permanente a través de las concentraciones de la HbA1c (8.11 vs 7.26 %). Ver Tabla 2.

Tabla 2 Parametros bioquimicos de los participantes por grupos de estudio.

Grupo | Grupo ll
Variable Diabetes (n=21) Diabetes e HTA (n=29) P
Glucosa (mg/dL) 183.0 (118 —243.5) 156 (123 —200.5) NS
Colesterol Total (mg/dL) 194 (156.5 — 220.5) 209 (174 —239) NS
Triglicéridos (mg/dL) 169 (115.5 — 214.5) 153 (108 — 206) NS
HDL-c (mg/dL) 42 (37.5-54.5) 51 (44.5-59) NS
LDL-c (mg/dL) 140 (124 - 157.5) 155 (127.5 — 184.5) NS
HbA:c (%) 8.11 (6.42 — 11.03) 7.26 (6.66 — 10.47) NS
TFG (ml/min/1.73m2) 92.28 (79.58-124.58) 82.56 (62.18-82.56) 0.04*

Resultados expresados en mediana (rango intercuartil); o en n(%) segun sea el caso.

*P estadisticamente significativa < 0.05; NS=no significativo.

HDL-c=colesterol de alta densidad; LDL-c=colesterol de baja densidad; HbAi;c=hemoglobina glucosilada; TFG=tasa de
filtracion glomerular.

Enrelacion alas moléculas de adhesidn no se observé diferencia estadisticamente significativa entre

los pacientes diabéticos y los diabéticos con hipertensién.

Los niveles de VCAM-1 en el grupo | fueron de 408 ng/mL en comparacion al grupo Il con 401.4
ng/mL. Los niveles de E-selectina en ambos grupos fueron similares (12.35 vs 12.20) ng/mL. Ambas
moléculas no mostraron diferencia estadistica. En el grupo | los valores ICAM-1 fueron ligeramente

superiores sin alcanzar diferencia significativa (250.53 vs 217.91 ng/mL) p=NS. Ver tabla 3.

Cuando se comparé el riesgo cardiovascular, se encontré 10 pacientes (47.6%) del grupo | tenian
riesgo cardiovascular bajo (<7.5%) vs 2 pacientes del grupo Il (6.9%); con riesgo cardiovascular alto

encontramos en el grupo | 11 pacientes (52.4%) vs 27 pacientes del grupo 1l (93.1%) y observamos

33



diferencia entre el grupo | y Il: 7.8 (2.95 — 14.85) vs 16.7 (10 — 25.8) estadisticamente significativa
(p<0.05).

Tabla 3 Parametros inflamatorios y riesgo cardiovascular a 10 aiios de acuerdo a cada grupo.

Grupo | Grupo Il
Variable Diabetes (n=21) Diabetes e HTA (n=29) P
VCAM-1 (ng/mL) 408 (348.45 —450.75) 401.40 (363.6 —429.15) NS
ICAM-1 (ng/mL) 250.53 (192.97 — 285.97) 217.91 (186.79 — 244.28) NS
E-Selectina (ng/mL) 12.35(9.07 - 18.22) 12.20(8.27 — 15.24) NS
RCV-10 a (ACC/AHA 2013) 7.8 (2.95-14.85) 16.7 (10 — 25.8) <0.05*

Resultados expresados en mediana (rango intercuartil).

*P estadisticamente significativa < 0.05; NS=no significativo.

VCAM=molécula de adhesién celular vascular; ICAM=molécula de adhesion intracelular; RCV-10 a=riesgo
cardiovascular a 10 afios; ACC=American College of Cardiology; AHA=American Heart Association.

En el analisis bivariado de las moléculas de adhesion (VCAM-1, ICAM-1y E-selectina) solo se observd
una correlacién positiva entre los niveles de E-selectina y las concentraciones de glucosa sérica
(0.287 p<0.05).

Cuando analizamos el IMTc se encontro correlacién positiva con la edad (0.286; p=0.05), PAs (0.337;
p=0.05), PAd (0.294 p=0.05) y con el riesgo cardiovascular (0.337; p=0.05) y una correlacidn negativa
con la tasa de filtracidon glomerular (-0.314; p=0.05).

Cuando analizamos el riesgo cardiovascular se documentd una correlacidon positiva con la edad
(0.600; p<0.05), y con los parametros que integran el célculo como PAs (0.521 p<0.05), Colesterol
total (0.323; p<0.05); y ademas con la TAd (0.488 p<0.01); y con IMTc ya establecido.

En el andlisis por subgrupos: en el grupo con DT2 e HTA se observaron las siguientes correlaciones:
positivas entre el IMC y las concentraciones de ICAM-1 (0.380: p= 0.05) y las concentraciones de E-
selectina (0.373 p<0.05). El IMTc correlacioné positivamente con las concentraciones de glucosa
sérica (0.387; p<0.05); y una correlacion negativa entre el ICAM-1 vy el indice cintura-cadera (0.446;
p=0.05).

En el grupo con DT2, sélo se observé una correlacidn negativa entre el incremento en el IMTc y la
tasa de filtracién glomerular (0.549; p<0.01) y una correlacién positiva entre el riesgo cardiovascular

y las concentraciones de LDL-c (0.754; p<0.01).

En relacién al ultrasonido vascular se encontré que el grosor intima media de la arteria cardtida
combinado fue en el grupo | de 0.626 (0.535-0.715) mm vs 0.760 (0.661-0.841) mm alcanzando una

diferencia significativa con una p<0.05.
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La presencia de placas de ateroma fue de 5 pacientes (23.8%) en el grupo | en comparacion a 14

pacientes (48.3%) del grupo Il con una p<0.05. Ver tabla 4y 5.

Tabla 4 Parametros de ultrasonido vascular de los participantes de acuerdo a la presencia de DT2
y DT2 con HTA.

Variable Grupo | Grupol ll

Diabetes (n=21) Diabetes e HTA (n=29) P
IMTc combinado (mm) 0.626 (0.535—-10.715) 0.760 (0.661 — 0.841) <0.001*
Placas de ateroma n (%) 5(23.8%) 14 (48.3%) <0.005*

Resultados expresados en mediana (rango intercuartil) o en n(%) segun sea el caso.
*P estadisticamente significativa < 0.05
IMTc=grosor intima-media de la arteria carétida

Tabla 5 Frecuencia de placas de ateroma por sexo y coexistencia de hipertension.

PLACAS DE ATEROMA

HIPERTENSION Sin placa de ateroma | Con placa de ateroma Total
Sin Hipertension SEXO Hombre 6 3 9
Mujer 10 P 12
Total 16 5 21
Con Hipertension SEXO Hombre 4 4 8
Mujer 11 10 21
Total 15 14 29
Total SEXO Hombre 10 7 17
Mujer 21 12 33
Total 31 19 50

Dado que las caracteristicas clinicas de nuestros pacientes son complejas, y a que la asociacion entre
las moléculas de adhesidn, los parametros bioquimicos, riesgo cardiovascular e IMTc puede verse
influida por factores como el tipo de tratamiento, control metabdlico y actividad fisica se realizaron
regresiones logisticas para ajustar el efecto de las variables potencialmente confusoras sobre las
asociaciones buscadas; encontrando solo asociacion entre el IMTc y los triglicéridos con un OR de

6.28 (95% IC: 0.948 - 41.67, p=0.05).
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Discusion
En la dltima encuesta del ENSANUT 2012 la prevalencia de diabetes tipo 2 fue del 9.2% (6.4 millones)
de los cuales 65.6% (IC 95% 60.3 — 70.7) son hipertensos y el resto podria desarrollar la HTA en el

curso clinico de la enfermedad. Ambas enfermedades son consideradas factores de riesgo para el

desarrollo de enfermedad cardiovascular.*%3

Varios estudios han tratado de evaluar el riesgo cardiovascular en estos dos grupos de pacientes al
considerar que al asociarse la hipertension arterial sistémica, el riesgo cardiovascular debe ser
mayor.3%474857 En |os pacientes diabéticos la ateroesclerosis tiene una respuesta inflamatoria
progresiva sobre los tejidos con un continuo depdsito y modificacion de lipoproteinas en la pared
vascular, este proceso no solo es sistémico sino existe un proceso de inflamacion baja en forma
cronica la cual puede ser medida a través de la cuantificacién de las moléculas de inflamacién y

adhesién como VCAM-1, ICAM-1 y E-selectina como se hace referencia diversos estudios.®*%

Asi mismo se ha documentado en diversos ensayos clinicos que los pacientes tanto adultos como
nifios y adolescentes que son diabéticos o hipertensos; de manera independiente presentan

mayores concentraciones de moléculas de adhesién.*”:66:67

Existe en la actualidad controversia en relacién al riesgo cardiovascular entre los pacientes con DT2
y el grupo de diabéticos con hipertensidn, Rubio y cols han demostrado en varios estudios que los
pacientes donde coexisten ambas patologias presentan mayor concentracién de las moléculas de
adhesion (ICAM-1, VCAM-1 y E-selectina) en comparacién al grupo con DT2. Cuando se analizan las
diferencias en relacién a cada molécula de adhesidn solo el ICAM-1 presento diferencia significativa.

Asi mismo, ICAM-1 se correlaciond (r=0.5) con un mayor grosor intima-media de la carétida.*®4

Otros autores por el contrario no han documentado esta diferencia entre ambos grupos, Boulbou y
cols demostraron que tanto la DT2 como la HTA como entidades independientes, elevan las
moléculas de adhesion y que son parte del proceso inflamatorio vascular en estos pacientes, pero
la presencia de ambas enfermedades no generan un efecto aditivo en el desarrollo de
ateroesclerosis. Nuestro estudio aun en contra de nuestra hipdtesis parece apoyar estos resultados.
Nosotros observamos que los pacientes con diabetes tipo 2 y los que presentan ademds HTA,
mostraron elevacién de las tres moléculas de adhesidon (VCAM-1, ICAM-1 y E-selectina) pero sin
documentar diferencias significativas entre ambos grupos. Estos resultados pueden estan
relacionados a que existan otras moléculas o proteinas como la fibronectina o quimiocinas que
puedan marcar la diferencia en el mayor desarrollo de ateroesclerosis en el grupo de pacientes con
DT2 e HTA.¥

Cuando analizamos la asociacién entre las moléculas de adhesion y las variables bioquimicas. Se
observd que la E-selectina fue la Unica molécula de adhesién que se incrementd en relacion al

aumento en las concentraciones de glucosa sérica en ayuno, pero sin relacidon a la HbA;c; estos
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resultados concuerdan con lo observado por Bliiher en pacientes con DT2 y niveles de glucosa sérica
en ayuno.® Si consideramos que en nuestro estudio, el 66% de ellos estaban mal controlados
debemos asumir que ellos desarrollen mayor adherencia de leucocitos en el subendotelio. Asi
mismo, en los pacientes con DT2 e HTA, el IMC se asocié al incremento de ICAM-1 (r=0.380; p= 0.05)
y E-selectina (r=0.373; p<0.05). Estos resultados ya se han observado en otros estudios en donde se
ha identificado a la presencia de adiposidad con el incremento de los niveles de moléculas de
adhesidn. Este incremento se le atribuye a la secrecidn de proteinas por los adipocitos como TNF-
alfa, IL-6 y resistina que actuan en las vias de sefalizacion de los genes que activan las moléculas de
adhesion.®*%97071 | 3 tasa de filtracion entre ambos grupos también mostré diferencias significativas
siendo menor en el grupo con DT2 e HAS (82.56 mL/min/1.73m?) estos resultados muestran que la

hipertensidn es un factor agregado al desarrollo de dafio a nivel glomerular.”?

Una de las formas mas utilizadas para evaluar la presencia de ateroesclerosis subclinica en los
pacientes con factores de riesgo cardiovascular por ser de bajo costo, no invasivo y reproducible es
el ultrasonido carotideo a través del incremento en el grosor intima-media de la cardtida. Existen ya
muchos estudios realizados en esta poblacién, donde se ha establecido que el incremento en el
IMTc y la presencia de placas de ateroma en forma progresiva estan relacién directa al aumento en
el riesgo de presentar enfermedad cardiovascular o cerebrovascular. Un incremento en el IMTc de
0.1 mm a partir de la p75 de la poblaciéon aumenta el riesgo de ECV en 15% y de EVC en 18%.°>>’
Nuestro estudio mostro que los paciente del grupo Il (DT2 e HTA) presentaron los valores de IMTc
mas elevados (0.760 mm) con una diferencia significativa (p<0.001). Los resultados concuerdan con
los estudios de Rizzoni y cols en donde el IMTc fue mayor en los pacientes con DT2 e HAS en
comparacién con los grupos de HTA; y DT2 sin HTA.”® Por otro lado, Gdmez-Marcos demostrd que
los diabéticos sin hipertensidon presentan mayor IMTc en comparacién a los hipertensos no
diabéticos. Ellos también concluyen en su estudio que los hipertensos no diabéticos presentan un
incremento del IMTc en menor tiempo en comparacién a los diabéticos no hipertensos. Este caso
no fue motivo de nuestro estudio pero puede generar la posibilidad de seguir a este grupo de

pacientes en una segunda fase que permita observar este comportamiento.®’

Cuando comparamos el riesgo cardiovascular a 10 afios estimado por el modelo del American
College of Cardiology/American Heart Association 2013, se observd que los pacientes con diabetes
e hipertension presentaban una porcentaje mayor de riesgo de sufrir un evento cardiovascular no
fatal a 10 afios (16.7%), esto se ha relacionado a la presencia de factores de riesgo como dislipidemia
y tabaquismo. En el trabajo de Niu y cols. se evalud el incremento del IMTc en relacién a la presencia
de multiples factores de riesgo cardiovascular, incluyendo la hipertension sistdlica y/o diastdlica,
diabetes, dislipidemia, tabaquismo y obesidad y concluyen que cada factor de riesgo cardiovascular
actua independientemente en el incremento en el IMTc y en la elasticidad de la arteria cardtida y

juntos tienen un mayor impacto que los componentes individuales; aun cuando varios componentes
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individuales no estén presentes. Esto sugiere que los factores de riesgo existentes interacttan

sinérgicamente para impactar en el IMTc.”*

La presencia de placa de ateroma como predictor de eventos de tipo cardiovascular ya ha sido
anteriormente estudiada y se conoce que su presencia incrementa 4 veces mas el riesgo de
desarrollar enfermedad cardiovascular.® Cuando se asocia la DT2 y la HTA se puede considerar que
este riesgo debe ser mayor aun cuando no existan estudios con grandes poblaciones que hayan
buscado esta relacién. Nuestro estudio es importante porque muestra dicha asociacién. Evaluamos
la presencia de placas y encontramos que los pacientes con este riesgo son mas frecuentes en el
grupo con DT2 e HTA en comparacion al grupo con DT2 con una diferencia significativa. Asi mismo
nuestros resultados concuerdan con Salonen y Salonen donde encontraron una asociacidn entre la
hipertension sistdlica y el incremento de la prevalencia de lesiones aterosclerdticas tempranas y
avanzadas en las arterias carotideas en una muestra poblacional aleatoria de 1165 hombres.>® Otros
estudios publicados se han realizado con angiotomografia coronaria con resultados similares, sin
considerar que este estudio no es factible para realizarlo a toda la poblacidn para estratificar el

riesgo por sus altos costos y metodologia utilizada.”

El IMTc en nuestro estudio se asocid a concentraciones mas altas de triglicéridos 153 (108 — 206)
mg/dL en el grupo con DT2 e HTA con un incremento en el riesgo en 6.5 de desarrollar
ateroesclerosis carotidea subclinica. La asociacion entre el IMTc y la hipertrigliceridemia; se
fundamenta en que los niveles altos de triglicéridos incrementan el contenido de triglicéridos y
acidos grasos en los macréfagos, induciendo la expresién de proteinas inflamatorias de los
macréfagos, incluyendo TNF-a, interleucina-1B, proteina quimioatrayente de monocitos-1,
molécula de adhesién intracelular-1 y matriz metaloproteinasa-3. Ademas, se ha observado que los
productos lipoliticos de los triglicéridos también producen citotoxicidad y apoptosis de los
macréfagos, que es un evento que impacta de manera importante en el proceso aterogénico in

vivo.”®

La limitante de nuestro estudio fue probablemente el tamafio de la muestra, que no pudo
documentar otra asociacién con el IMTc, como ya se ha visto en otras poblaciones de diversos

estudios.
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Conclusiones

En nuestro estudio, los pacientes con diabetes e hipertensién arterial, tuvieron mayor incremento

del grosor intima-media de la carétida que los pacientes con diabetes.

La evaluacién del riesgo cardiovascular a través de la guia de evaluacion de riesgo cardiovascular
American College of Cardiology/American Heart Association (ACC/AHA) 2013, puede ser una

herramienta Util para estratificar a los pacientes con DT2 e HAS.

Los niveles de E-selectina se asociaron a mayor descontrol metabélico evaluado con el nivel de
glucosa sérica en ayuno en ambos grupos de pacientes. En los pacientes con DT2 e HTA, la E-
selectina se asocid a glucosa sérica en ayuno y al incremento en el indice de masa corporal; mientras

que ICAM-1, solo se asoci6 al incremento en el indice de masa corporal.

La evaluacidn del riesgo cardiovascular a través de la guia ACC/AHA 2013 y la obtencion del IMTc
pueden ser herramientas utiles para identificar el desarrollo de aterosclerosis subclinica en
pacientes con diabetes mellitus tipo 2 y diabetes tipo 2 con hipertensién arterial, donde la

frecuencia de aterosclerosis fue mayor.
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Anexos

1. Carta de dictamen de autorizacion.

SIRELCIS Page 1 of |

IMPRIMIR DICTAMEN
INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
DIRECCION DE PRESTACIONES MEDICAS

UNIDAD DEF EDUCACION, INVESTIGACION ¥ POLITICAS DE SALUD
COORDINACION DE INVES HHGACION EN SALUD

=200 1. Afo del Tunsmo en Mexica”

17 de mayo del 2011

Ref. 09-B5-61-2800/201 100/ 1n839

Dr. Cruz Lopez Miguel
Unidad de Investigacion Médica en Bioguimica Siglo XXI
Nivel Central

Presente:

Informo a usted que el protocolo titulado: Escaneo genémico completo del paciente con
diabetes tipo 2 para la basqueda de nuevos marcadores de asociacién con la
enfermedad, fue sometido a la consideracion de esta Comision Nacional de Investigacion
Cientifica.

Los procedimientos propuestos en el protocolo cumplen con los requerimientos de lus
normas vigentes, con base en lus opiniones de los vocales de la Comision de Etica y
Cientifica, se ha emitido el dictamen de AUTORIZADO, con niimero de registro: R-
2011-785-018.

De acuerdo a la normatividad institucional vigente, deberé informar a esta Comisién en los

meses de Junio y Dici da afio, acerca del desarrollo del proyecto a su cargo.
Atentamente,

Dr. Fabio §

Presidente

Comisiéin Nacional 1gacion Cientifica
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2. Cronograma de actividades

ACTIVIDAD
Reclutamiento de pacientes
Aplicacion de cuestionarios
Estudios de laboratorio:

Glucosa, urea, creatinina, acido urico,
colesterol total, HDL, LDL, triglicéridos,
HbA:c, microalbuminuria

Estudios de gabinete:
Ecocardiograma transtoracico
Ultrasonido doppler carotideo
Determinacion sérica cuantitativa de
moléculas de adhesidn:

ICAM-1, VCAM-1, E-selectina

Anadlisis de resultados

Entrega de resultados a pacientes
Entrega de tesis

Preparaciéon de manuscrito para
publicacién

ENERO FEBRERO MARZO ABRIL MAYO JUNIO
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3. Formato de recoleccion de datos

[ N INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

Centro Médico Nacional Siglo XXI

@ UMAE Hospital de Especialidades “Dr. Bernardo Sepulveda”

1. Ficha de Identificacion

Fecha: Folio: UMF:

Nombre:

Sexo: [1 Femenino | [J Masculino

Estado civil:

[ Casado(a) | Soltero(a) | ™I Unién libre
O Divorciado(a) | (I Viudo(a)

Lugar de Nacimiento:

Fecha de Nacimiento:

Lugar de Residencia:

Escolaridad:
] Primaria Afios:
] Secundaria ARos:
] Técnico Afios:
Ocupacion:

2. Antecedentes personales no patolégicos

Unidad de Investigacién Médica en Bioquimica

Consultorio: Turno: [ Mat. | [ Vesp.

Cédula:

Informacidn de contacto:

Casa:
Trabajo:
Celular:
Correo:
Otro:

] Preparatoria Afios:
L] Profesional Afios:
[ Posgrado Afios:

Ingreso mensual:
[1 <2000 | [J 2000-5000 | [J > 5000

Tabaquismo: [ Si Tiempo: afios | No. cigarrillos/dia: [ No
Alcoholismo: [ Si Tiempo: afios | No. de copas/dia: O No
Actividad fisica: L1 Si | LI No Frecuencia: dias/semana

Minutos/sesién: (130 | [J 60 | (1120 Tipo de actividad fisica:

Observaciones:

3. Antecedentes Heredofamiliares

éAlguien de su familia presentd un evento cardiovascular?

Madre: [JSi| OJNo Hermana:
Padre: LIsSi| O No Hermano:
éTiene familiar con Diabetes Tipo 27

Madre: [JSi| OJNo Hermana:
Padre: LIsSi| O No Hermano:

si| ONo
Osi| O No
si| ONo
Osi| O No
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éAlguno de sus familiares padece o padecié enfermedad renal?
Madre: [ Si, no especificada | L1 Si, secundario a diabetes | L1 No

Padre: [ i, no especificada | [J Si, secundario a diabetes | I No

Hermanos: [ Sj, no especificada | (I Si, secundario a diabetes | [J No

Abuelo Materno: [ sj no especificada | (I Si, secundario a diabetes | [J No

Abuela Materna:
Abuelo Paterno:
Abuela Paterna:

4. Evolucion de la diabetes:

¢A qué edad se le diagnosticé la diabetes?

éA qué edad comenzé con los sintomas?

¢Qué tratamiento toma para la diabetes?
Glibenclamida: [ Si, Dosis:
Metformina: [ Si, Dosis:
Pioglitazona: [ sj, Dosis:
Rosiglitazona: [ si Dosis:
Insulina: 7 Si: Dosis:

Si se aplica insulina, especifique tipo(s):

Otro(s) tratamiento(s):

éLe han diagnosticado Hiperuricemia?
LJSi| O No

éToma tratamiento?

[ Si, Especifique:

afnos de edad

afnos de edad

mg/dia
mg/dia
mg/dia
mg/dia
Ul/dia

Duracion:
Duracion:
Duracion:
Duracion:
Duracion:

L] Si, no especificada | [ Si, secundario a diabetes | [J No
O] Si, no especificada | [ Si, secundario a diabetes | [J No
1 Si, no especificada | [ Si, secundario a diabetes | L1 No

meses
meses
meses
meses
meses

| I No
| I No
| I No
| I No
| I No

| I No

éLe han diagnosticado Hipercolesterolemia?
LIsSi| O No

é¢Toma tratamiento?

1 Si, Especifique:

| I No

éLe han diagnosticado Hipertrigliceridemia?
LIsSi| O No

¢Toma tratamiento?

L] Si, Especifique:

| I No

éLe han diagnosticado Hipertensidn Arterial?
L1 Si, tiempo de evoluciéon:___ afios | [ No
éToma tratamiento?

] Si, Especifique:

| O No

éPresenta alguna complicacién de la Diabetes?
L1 Si, Especifique:

| LI No

Observaciones:
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5. Antecedentes personales patoldgicos
Cardiovasculares:

1 Si, Especifique: | I No
Cerebrovasculares:

1 Si, Especifique: | CINo
Quirdrgicos:

L] Si, Especifique: | CJNo
Infecciosos:

1 Si, Especifique: | CINo
Neoplasias:

L] Si, Especifique: | CJNo
Enfermedades autoinmunes:

L] Si, Especifique: | CJ No
Otros:

L] Si, Especifique: | CJ No
Hospitalizaciones en el dltimo afio:

L] Si, Especifique: | CJ No
6. Exploracion fisica

TA Sistdlica: mm Hg Peso: Kg Cintura: cm | Temp. °C
TA Diastdlica: mm Hg | Talla: m Cadera: cm

7. Cdlculos antropométricos

IMC: Kg/m? indice Cintura/Cadera: cm
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4. Reporte de resultados de laboratorio

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
Centro Médico Nacional Siglo XXI
UMAE Hospital de Especialidades
Unidad de Investigacion Médica en Bioquimica

[

®

Paciente: Folio:
Sexo: Fecha de cita:
Edad: Expediente:
Servicio: NSS:
Diagnostico: Consultorio: Turno:
ANTROPOMETRIA
De acuerdo a su IMC usted se encuentra:
Estatura: m Normal Sobrepeso Obesidad Obesidad severa
Peso: kg
Cintura: cm
Cadera: cm
Presién Arterial: mmHg
IMC (BMI): Kg/m?
RESULTADOS DE LABORATORIO
Estudio Resultado Unidades Referencia
Glucosa mg/dL 70-100
Urea mg/dL 15-40
Creatinina mg/dL 06-13
Colesterol Total mg/dL <200
Colesterol HDL mg/dL Mujer > 50, Hombre > 40
Colesterol LDL mg/dL <100
Triglicéridos mg/dL <150
HbAlc % <7.0
AlbUmina en orina mg/dL Normal < 30 mg/dL,

Microalbuminuria 30 — 299 mg/DI
Macroalbuminuria > 300 mg/dL

Resultados validados por:

TFG 000.00 mI/min/1.73m2 Estadio Daiio Renal* TFGe (ml/min/1.73m?)
1 Normal o alta >90
2 Disminucién leve 60 -89
3 Moderada 30-59
4 Grave 15-29
5 Falla Renal <15

RIESGO CARDIOVASCULAR: 00.0 % *Clasificacion de la ERC (KDOQY)
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5. Reporte de ultrasonido doppler carotideo

[

®

Nombre:
Edad: Folio:

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
Centro Médico Nacional Siglo XXI
UMAE Hospital de Cardiologia

Enviado: Hosp. Especialidades CMNS XXI
Estudio: ultrasonido doppler carotideo

Arteria carotida derecha

IMTc Comun Anterior:

Posterior:

IMTc Bulbo
IMTc Interna

Velocidad
Sistdlica:
Diastdlica:

Diametro
Sistolico:

Diastdlico:

Diagnéstico:

Observaciones:

Posterior:

mm
mm
mm
mm

cm/segundo
cm/segundo

mm
mm

Género:

Cédula:
Fecha: Hora:

Arteria carétida izquierda

IMTc Comun Anterior:

Posterior:

IMTc Bulbo
IMTc Interna

Velocidad
Sistdlica:
Diastdlica:

Diametro
Sistolico:
Diastdlico:

Posterior:

Divisién de Auxiliares de Diagndstico y Tratamiento

mm

mm

mm

mm

cm/segundo

cm/segundo
mm
mm
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6. Carta de consentimiento informado.

.

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

Hospital de Especialidades CMN Siglo XXI
Coordinacién de Investigacion en Salud
Comision Nacional de Investigacion Cientifica
Unidad de Investigacion Médica en Bioquimica

Carta de Consentimiento Informado

1. Nombre del estudio: Escaneo gendmico completo del
paciente con diabetes tipo 2 para la busqueda de nuevos
marcadores de asociacion con la enfermedad.

Este proyecto fue aprobado por la Comisiéon Nacional de
Investigacion del IMSS con el nimero R-2011-785-018.

2. Propésito del estudio.

Lo(a) estamos invitando a participar en un estudio de
investigacion que se lleva a cabo en la Unidad de Investigacion
Médica en Bioquimica, Hospital de Especialidades, del Instituto
Mexicano del Seguro Social, Siglo XXI. El estudio tiene como
propdsito conocer la composicion genética (herencia genética
de sus padres) de la poblacién que vive en la Ciudad de México
y la busqueda de secciones de material genético, asociadas a
la diabetes tipo 2, para identificar las posibles regiones de
susceptibilidad a padecer la enfermedad. Esta condicion de
susceptibilidad genética se ha puesto de manifiesto por los
estilos de vida actual: mala alimentacion (consumo excesivo de
grasay azucares) y la falta de actividad fisica, que contribuyen
al desarrollo de obesidad, hipertensidn y la aparicién cada vez
mas temprana de la diabetes. Ante esta situacion que estamos
enfrentando de México, es prioritario conocer mas sobre estos
genes cuya relacion con la diabetes esta descrita en el estudio.
Para la realizacion del estudio estamos invitando a que
participen individuos con y sin diabetes, por lo que pensamos
que usted pudiera ser un buen candidato. Al igual que usted,
mas de 3000 pacientes con diabetes tipo 2 que son atendidos
en las clinicas del IMSS y 2300 donadores de sangre, seran
invitados a participar en el estudio.

En el entendido que su participacion es completamente
voluntaria, le pedimos que por favor lea la informacion que le
proporcionamos y haga las preguntas que desee antes de
decidir si quiere o no participar.

3. Procedimientos.

Si usted acepta participar en el estudio, debera presentarse en
el laboratorio de la Unidad de Investigacidn en Bioquimica, en
ayuno de 12 horas, para la toma de la muestra de sangre de 20
mL (el equivalente a dos cucharadas) para los estudios
bioquimicos que incluyen: determinacidn de glucosa (azucar)
y, lipidos (grasas) y la obtencion del DNA para los estudios
genéticos (marcadores de herencia presentes en los humanos)
y asi conocer los potenciales riesgos a padecer enfermedades
como la diabetes tipo 2. Ademas, incluiremos otras
valoraciones clinicas como el peso y la talla, la presion arterial,
cuestionarios generales (lugar donde vive, escolaridad, ingreso
mensual) y antecedentes heredofamiliares de enfermedades.
Algunas de las preguntas pudieran ser incémodas de
contestar, usted esta en todo su derecho de no responder.
Posteriormente, se le realizara un ultrasonido no invasivo de
cuello en el que se valorard ambas arterias carétidas. Todo el
procedimiento nos llevara aproximadamente 40 a 60 minutos.

México D.F. a

(9]

Posterior al andlisis de los resultados, nos comprometemos a
entregarle una evaluacién médica en un periodo de ocho dias
habiles después de la toma de la muestra sanguinea.
Queremos aclararle que su muestra sera cuidadosamente
resguardada en el Laboratorio de la Unidad de Investigacion en
Bioquimicay la identidad de cada participante estara protegida
usando un cédigo numérico en lugar de su nombre. Nunca
manejaremos nombres o proporcionaremos los datos a
ninguno de los colaboradores del estudio.

Esta informacién solamente serd conocida en nuestra Unidad
de Investigacion por el responsable del proyecto.

. Riesgos y molestias.

El protocolo de investigacidn no representa ningun riesgo para
la salud de los participantes, quizas un riesgo minimo en la
toma de muestras sanguineas. Entre las posibles molestias
estdn el dolor o la posibilidad de la formacion de un hematoma
(moretdn) en el sitio de la puncién. Si usted llegara a sufrir
alguna complicacién, el Dr. Jesus Peralta Romero podra
atenderlo o aclarar sus dudas.

. Posibles beneficios que recibira al participar en el estudio.

No recibira ninglin pago por su participacidn en este estudio,
tampoco representa un gasto para usted. Al aceptar participar,
tendrd una evaluacion médica completa y estudios de
laboratorio completos para conocer sus niveles de glucosa
(azlcar) vy lipidos (grasas) en la sangre. Si los resultados son
anormales, usted recibira una carta con el consejo médico para
que lo atiendan en su clinica correspondiente. Los resultaos del
estudio genético, contribuiran al avance en el conocimiento de
cémo nuestros genes (herencia) nos dan susceptibilidad al
desarrollo de la diabetes tipo 2.

. Resultados.

a)Evaluacién clinica completa realizada por médicos
especialistas (nefrélogos, neurdlogos y médico internista).

b)Resultados de laboratorio clinico impresos.

c) Explicacion de los resultados y asesoria médica.

d)Carta con el consejo médico para su clinica correspondiente.

. Participacion o retiro del estudio.

Su participacion en el estudio es completamente voluntaria. Si
usted decide no participar, seguira recibiendo la atencion
médica brindada por el IMSS. La decision que tome no afectard
su derecho a obtener los servicios de salud que recibe en
nuestra Institucion.

. Privacidad y Confidencialidad.

La informacién que nos proporcione (nombre, teléfono(s) y
direccion) serd guardada de manera confidencial y por
separado al igual que las respuestas a los cuestionarios y las
pruebas clinicas. El equipo de investigadores sabra que usted
estd participando en este estudio y nadie mas tendra acceso a
la informacién proporcionada. Cuando los resultados de este
estudio sean publicados o presentados en conferencias, no se
dara informaciéon que pudiera revelar su identidad.

51



A cada participante se le asignara un nimero para identificar
sus datos.

9. Garantia de atencién médica en caso necesario
En caso de presentarse una emergencia derivada del estudio,
usted puede dirigirse a su clinica de adscripcion y/o marcar al
teléfono 56276900 ext. 21477 de lunes a viernes.

10. Personal de contacto para dudas y aclaraciones sobre el

estudio.

Si tiene preguntas o quiere hablar con alguien sobre el estudio
de investigacidn, puede comunicarse de 8:00 a 16:00 horas, de
lunes a viernes con el Dr. Miguel Cruz Lépez investigador
responsable, al teléfono: 56276900 ext. 21477 o acudiendo
directamente a la Unidad de Investigacion Médica en
Bioquimica ubicada en el primer piso del Hospital de
Especialidades en el Centro Médico Nacional Siglo XII del IMSS.
Direccion: Av. Cuauhtémoc 330 Colonia Doctores, C.P. 06725,
México, D.F.

11. Personal de contacto para dudas sobre sus derechos como

participante en un estudio de investigacion.

Si usted tiene dudas o preguntas sobre sus derechos al
participar en un estudio de investigacion, puede comunicarse
con los responsables de la Comisién de Etica en Investigacién
del IMSS, a los tel. 56276900-21216, de 9:00 a 16:00 horas, de
lunes a viernes; o si asi lo prefiere al correo electrénico:
conise@cis.gob.mx. La Comisién de Etica se encuentra ubicada
en el Edificio del Bloque B, Unidad de Congresos piso 4, Centro
Médico Nacional Siglo XXI, Av. Cuauhtémoc 330 Colonia
Doctores, C.P. 06725, México D.F.

Nombre completo del participante

Firma del participante

12. Declaracion de consentimiento informado.
Declaro que se me han informado los posibles riesgos si acepto
participar, como la formacién de un moretdn en el sitio de la
puncion.
También se me ha informado sobre los beneficios tales como
la evaluacién integral por el médico participante, la entrega de
los resultados por escrito y la recomendacién médica en caso
de observar alguna complicacién. Ademds se me explicd que
podré contribuir al estudio genético para el conocimiento
sobre la susceptibilidad a padecer diabetes tipo 2 que tenemos
los mexicanos. Se me explicé ampliamente que todos mis datos
seran manejados de forma andnima y confidencial, también
tengo la libertad de abandonar el estudio al momento que lo
considere. El investigador principal y el equipo médico, se han
comprometido a darme informacién oportuna sobre cualquier
pregunta y los riesgos y beneficios o cualquier otro asunto
relacionado con la investigacién o con mi enfermedad.
Ademas, los investigadores se comprometen al uso no
lucrativo y responsable de las alicuotas de DNA (no
comercializacién, no ruptura del anonimato) por parte de las
instancias que participan dentro y fuera del IMSS.
Por favor marque con una X una de las opciones caja que se
presenta abajo (Unicamente debe indicar la opcién que
corresponda).
[ Si autorizo se almacene la alicuota de DNA para estudios
futuros que pudieran realizarse dentro de los 10 afios
siguientes.
[INo autorizo se almacene la alicuota de DNA para estudios
futuros que pudieran realizarse.

Fecha

Firma del encargado de obtener el consentimiento informado.
Le he explicado el estudio de investigacion al participante y he contestado todas sus preguntas. Considero que comprendio
la informacidn descrita en este documento y libremente da su consentimiento a participar en el estudio de investigacion.

Nombre del encargado de obtener el consentimiento informado

Firma del encargado de obtener el consentimiento informado Fecha

Firma de los testigos.
Mi firma como testigo certifica que el/la participante firmé este formato de consentimiento informado en mi presencia,
de manera voluntaria.

Nombre y direccion del Testigo 1 Parentesco con participante

Firma del testigo Fecha

Nombre y direccion del Testigo 2 Parentesco con participante

Firma del Testigo Fecha
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