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RESUMEN

Antecedentes: EIl incremento del estrés oxidativo es un contribuyente importante de la
patogénesis de varias enfermedades cronicas, asi como de sus complicaciones, dentro de las
cuales la diabetes es la principal en cuanto a afeccion multisistémica.

Material y métodos: Se realiz6 un estudio clinico, transversal, comparativo. Se reclutaron 76
pacientes organizados en GO (control), G1 (diabéticos controlados) y G2 (diabéticos
descontrolados). Se midié la actividad de tres antioxidantes: glutation, superéxido dismutasa y
vitamina C; y tres oxidantes: oxido nitrico, productos tardios de la glucosilacion y productos
tardios de la oxidacion de las proteinas. Paralelamente se obtuvieron los valores de la quimica
clinica de rutina. El andlisis estadistico de los resultados obtenidos se realizé mediante t de
student o ANOVA segln el caso.

Resultados: En el andlisis de resultados se encontré que los niveles del 6xido nitrico en el GO
fueron 16.02 + 2.17 uM, mientras en los G1 y G2 fueron de 3.47 + 3.81 uM y 2.89 + 1.81 uM
(p< 0.001). Los niveles de productos tardios de glucosilacion del GO fueron 1.55 + 0.35 uM, en
Glde2.4+0.83uMyenG2de 3.5+ 1.25uM, (p< 0.01 GO/G1y < 0.001 en GO/G2 y G1/G2).
Los niveles de productos de oxidacién de proteinas en el GO fue de 56.096 + 19.75 uM, en el
G1 de 58.31 + 23.35 uM y en el G2 de 51.96 + 13.1 uM, (p> 0.05). Los niveles de glutatién en
el GO fueron de 1.47 + 0.71 uM, del G1 de 0.56 + 0.21 uM y en el G2 de 0.52 + 0.15 uM, (p<
0.001 GO /G1ly G2, p> 0.05 G1/G2). Los niveles de superéxido dismutasa en el GO fueron de
75.55 + 7.76 % IDP, en el G1 de 62.27 + 14.53 % IDP y en el G2 de 59.33 + 10.53 % IDP, (p<
0.001 GO/G1ly G2, p> 0.05 G1/G2).

Conclusiones: La diabetes mellitus es un estado con alto nivel de estrés oxidativo. Existe una
gran asociaciéon de dichas entidades. La implementacion de métodos accesibles para
determinar los principales marcadores deberia poder ser el complemento para iniciar un

tratamiento oportuno de asi considerarlo.

Palabras clave: Biomarcadores, estrés oxidativo, diabetes mellitus tipo 2, suero, adultos,

sujetos sanos.



INTRODUCCION

Diabetes mellitus tipo 2

El término diabetes mellitus describe muchas enfermedades con metabolismo
anormal de carbohidratos las cuales se caracterizan por hiperglucemia. Se
asocia con una deficiencia absoluta o relativa de la secrecién de insulina,
ademas de diversos grados de resistencia periférica a la accion de la misma.
Por ser muy heterogénea se ha clasificado por el mecanismo el cual se
desarrolla. La diabetes mellitus tipo 2 (DM2), en la cual no existe una
deficiencia absoluta de insulina, es la que en menor grado se ha determinado

Su patogénesis, siendo relacionada a factores genéticos y ambientales (1).

La Asociacion Americana de Diabetes establece que la diabetes puede ser
diagnosticada usando los criterios de glucosa plasmatica, ya sea en ayuno o
posterior a la carga oral de glucosa, o a la hemoglobina Alc. Glucosa en ayuno
(8 horas) mayor o igual de 126 mg/dL; glucosa mayor de 200 mg/dL posterior a
2 horas de una carga oral con glucosa de 75 g diluida en agua; hemoglobina
Alc mayor de 6.5% con un laboratorio certificado; glucosa aleatoria mayor de
200 mg/dL en un paciente con los sintomas clasicos de hiperglucemia o crisis
hiperglucémica (2). Con excepcioén del paciente con sintomas y glucosa mayor
de 200 mg/dl, es necesario realizar una segunda prueba para confirmar el
diagndstico. Se corrobora la enfermedad al contar con 2 pruebas alteradas, ya

sea la misma repetida, o dos pruebas diferentes con resultados alterados.



En etapas iniciales la DM2 es una enfermedad silenciosa, ya que solo produce
sintomas hasta que se encuentra en etapas o estadios avanzados, muchas

veces realizandose el diagndstico al presentar alguna de sus complicaciones.

Se estima que actualmente existen 415 millones de personas con diabetes en
el mundo y que para el 2040 seran 642 millones (3). El &rea de Norteamérica y
el caribe cuenta con la mayor prevalencia de diabetes comparada con el resto
de las regiones del mundo con un 12.9% (10.8-14-3%) de la poblacién adulta
afectada (4). La mayor cantidad de pacientes con diabetes viven en areas
urbanas, de las cuales las mayores concentraciones se encuentran en Estados
Unidos con 29.3 millones, México con 11.5 millones y Canada con 2.5 millones
(4). Segun la Encuesta Nacional de Salud (ENSANUT) 2016 el 9.4% refirid
haber recibido diagnéstico previo de diabetes por un médico, incrementando la
prevalencia con respecto a ENSANUT 2012 (9.2%) y mayor que ENSANUT
2006 (7.2%) (5). De estas cifras 87.8% recibian tratamiento para controlar su

enfermedad (5).

Las complicaciones relacionadas con la diabetes pueden clasificarse por el
tiempo de aparicién en agudas y crénicas, y estas Ultimas en macrovasculares
y microvasculares. Dentro de las complicaciones agudas se encuentran las
relacionadas al mal control glucémico, llevando a las crisis hiperglucémicas
(cetoacidosis y estado hiperosmolar) o por el contrario a la hipoglucemia,

encontrdndose en espectros desde asintomaticos hasta el coma y muerte.



En las complicaciones crénicas, la enfermedad cardiovascular es la causa mas
comun de muerte e incapacidad entre las personas con diabetes. Las
enfermedades cardiovasculares cominmente asociadas se incluyen la angina
de pecho, infarto de miocardio, accidente cerebrovascular, enfermedad arterial

periférica y la insuficiencia cardiaca congestiva.

Dentro de las complicaciones microvasculares podemos englobar a la
retinopatia, nefropatia, neuropatia y el pie diabético. Muchas personas con
diabetes desarrollan alguna forma de retinopatia, la cual puede ir del espectro
de alteracion de la agudeza visual hasta la ceguera. La red de vasos
sanguineos retinianos pueden dafarse, dando lugar a pérdida permanente de
la vision. Puede llegar a ser tan avanzada antes de afectar la vision, y por ello

es crucial el examen regular.

La nefropatia es mucho mas comudn en personas con diabetes que en los que
no la presentan; siendo una de las principales causas de enfermedad renal
cronica. Esta es causada por el dafio a la microvasculatura, haciendo a los
rifones menos eficientes para el filtrado glomerular, llegando hasta la pérdida

de la funcion.

La neuropatia es resultado de niveles elevados de glucosa en el cuerpo de
manera prolongada, llegando a afectar cualquier nervio en el cuerpo. El tipo
mas comun es la neuropatia periférica, principalmente a nivel sensorial de los
pies. Se caracteriza porque sintomaticamente produce dolor, parestesias y

pérdida de la sensibilidad; esto ultimo siendo importante porque permite que las



lesiones pasen desapercibidas, llevando a la ulceracion infecciones graves e
incluso a las amputaciones. La neuropatia ademas afecta a 6rganos sexuales y

visceras, llevando a la disfuncion eréctil, problemas en la digestién y miccion.

En el caso del pie diabético ademéas del dafio neuroldgico, se cuenta con un
mal lecho vascular, por lo que se aumenta el riesgo de ulceracién, infeccion y
amputacién. Las personas con diabetes tienen un riesgo de amputacion 25
veces mayor que las personas sin diabetes. Es importante la revision frecuente

de los pies para evitar dicha complicacion.

Considerando lo anterior, se considera que el estrés oxidativo juega un papel
fundamental en la presencia de complicaciones de la DM2, por lo que una
modificacion del mismo podria significar cambios en la progresion de la

enfermedad.

Factores de riesgo para diabetes mellitus tipo 2

Como la DM2 es un trastorno heterogéneo se han determinado diversos

factores con mayor o menor importancia para desarrollar la enfermedad, entre

lo que destacan los siguientes:

Factor de riesgo Impacto

Dos a tres veces mas riesgo con un familiar de primer grado.

Historia familiar De 5 a 6 veces con ambas lineas paterna y materna (6).

Asiaticos (RR 2.26), hispanos (RR 1.86), afroamericanos (RR

Raza étnica 1.34) (7).

Incremento de 50% de prevalencia en hombres y 100% en

Obesidad mujeres (8).

Distribucion de la

Asociado con distribucién central o androgina (9).
grasa corporal

Peso al nacimiento | Distribucién en forma de U (10).




Estilo de vida Disminucién de _riesgo con gptividad fisica, dieta, consumo de
alcohol o tabaquismo, duracion del suefio (11).
Incremento con carnes rojas, alimentos procesados y bebidas
Patron dietético azucaradas; disminucioén con frutas, vegetales, granos y aceite
de oliva (12).
Exposicion Exposicién crénica a arsénico (RM 3.58); bisfenol,
ambiental pollc_a_rbonatos y resinas (RM 1.39); organofosforados vy
pesticidas clorados (RM 1.17) (13).

RR: riesgo relativo; RM: raz6n de momios

Concepto de oxidacién

Los elementos que tienden a ceder electrones facilmente y a oxidarse se les
conoce como agentes reductores, mientras los que reciben electrones y se
reducen se les llama agentes oxidantes, el conjunto de un oxidante y un

reductor se le conoce como sistema redox.

La mayor parte de las reacciones redox se llevan a cabo en compartimientos
especiales dentro de las células como membranas lipidicas, sin embargo ni los
lipidos, proteinas o carbohidratos pueden recibir un electron, sin embargo
existen estructuras no proteinicas que se asocian con proteinas de manera
covalente 0 no, que se conocen como grupos prostéticos capaces de recibir
electrones sin convertirse en radicales libres. Un ejemplo de estos grupos son

el hierro y el cobre.

A pesar de estas precauciones el hecho de que se estén transfiriendo
electrones constantemente pudiera existir una fuga en el sistema y generar

radicales libres (14).




Radicales libres

La historia de los radicales libres como intermediarios reactivos inicia desde
1900 con los experimentos de Gomberg (14), sin embargo hasta 1960-69
Fridovich y McCord descubrieron una enzima que eliminaba radicales libres a
nivel fisiologico, afios mas tarde la comunidad cientifica reconocié su trabajo, y
actualmente se sabe que esa enzima es la superdxido dismutasa (SOD) que

interviene en la eliminacion del radical superoxido (Oze -)(14).

En un inicio se pensaba que los radicales libres eran puramente dafiinos pues
se asociaban a una gran cantidad de patologias como el cancer, diabetes,
fibrosis, alteraciones cardiacas, neurologicas, renales, etc. Actualmente se
sabe que los radicales libres y el estrés oxidativo juegan un papel esencial
como segundos mensajeros y forman parte de las vias de sefalizacion en los
procesos de proliferacion y diferenciacion celular. Todo esto ha llevado a una
serie de investigacion con el fin de entender los efectos de los radicales libres

en el metabolismo normal y patologico (14).

La mayoria de los compuestos que forman a los seres vivos estan compuestos
de carbono (C), hidrégeno (H), oxigeno (O) y nitrogeno (N). Todos son no
metales y se encuentran unidos por enlaces covalentes. Para mantenerse
estables requieren 8 electrones (e-) en su ultimo nivel de energia y que éstos
se encuentren en pares. Para poder llegar a este nivel de estabilidad los
elementos se unen y comparten electrones, a esto se le conoce como enlace

covalente. Estos enlaces son sumamente estables. El rompimiento del enlace



puede ser de dos tipos: heterolitico u homolitico. En el primero la separacion
implica que un &tomo o molécula se quede con el par de electrones completo y
el otro se quede sin nada, al adjuntarse un electron de mas adquiere carga
negativa (anion) y al perderlo positiva (cation). En el segundo al romperse cada
una de las moléculas conserva su electrén lo que indica que ninguna tendra
pareja, esto genera moléculas muy inestables conocidas como radicales libres

(14).

Un radical libre (RL) se puede definir como cualquier especie atomica o
molecular con uno o0 mas electrones desapareados. Su reactividad depende del

tipo de radical del que se trate, asi como de la molécula con la cual reaccione.

Si dos RL se encuentran pueden unir sus electrones desapareados formando
de nuevo un enlace covalente. Si los dos RL son la misma especie quimica se
produce una reaccion de dismutacion. Si el RL se une a una molécula que no
es un radical se logra estabilizar sin embargo seguira teniendo un electron
desapareado dentro de la molécula generando un nuevo radical libre, a esto se
le conoce como reaccion en cadena de los radicales libres y ocurre de varias

maneras (14):

1.- Un RL puede ser un agente reductor: cuando dona su electron desapareado

a una molécula no radical, la molécula receptora se convierte en un RL pero al

mismo tiempo en un anién ya que tendra un electron de mas.

-10-



2.- Un RL puede ser una agente oxidante cuando acepta un electron de una
molécula no radical, la molécula que dona quedar4d con un electrén

desapareado por lo que se convertira en radical libre.

Pueden existir muchos radicales libres sin embargo para las ciencias que
estudian a los seres vivos, los mas importantes son los que se forman con el
oxigeno y el nitrbgeno, mismos a los que se les conoce como especies
reactivas de oxigeno (ERO) y especies reactivas de nitrdgeno (ERN)
respectivamente, ya que ambas involucran al oxigeno es importante entender

la quimica de éste (14).

Antioxidantes

El organismo cuenta con sistemas antioxidantes para contrarrestar el efecto de
las ERO. Se dividen en antioxidantes de tipo enzimatico como la SOD, la
catalasa (CAT), la glutation peroxidasa (GPx) y las tiorredoxinas, las cuales son
producidas por el organismo y otras no enzimaticas que se adquieren en la
dieta como las vitaminas en particular la E (a-tocoferol), vitamina C (acido

ascorbico) y la vitamina A (B-caroteno) y el tripéptido glutation (GSH) (14).

Existen sistemas antioxidantes enddégenos y exdgenos, que limitan la actividad
y la produccién de las ERO y mantienen el sistema bajo control. Los sistemas
antioxidantes enddégenos mas importantes son las enzimas SOD, CAT y GPx;
el sistema del glutation como antioxidante, estd constituido por el glutation

reducido y por la actividad de la enzima glutation reductasa que se encarga de

-11-



reducir sisteméaticamente el glutation oxidado; la transferrina y la
ceruloplasmina se consideran proteinas antioxidantes. Como antioxidantes
exdgenos sefalar las vitaminas A, C y E y algunos metales como el cobre y el
selenio, este Ultimo al actuar como cofactor de la enzima GPx. La produccion
de ERO estd aumentada en condiciones tales como la inflamacién, la hiperoxia,
la secuencia de isquemia-reperfusion, el metabolismo de algunas drogas y la

exposicion a radiaciones (15).

El antioxidante no enzimatico mas activo es el GSH el cual puede destruir

H>02, OH- y oxidantes clorinados.

La vitamina E protege a la membrana celular de la peroxidacion lipidica
formando radicales tocoferoxil de baja reactividad. La vitamina C destruye O»- y
OH-. Proteinas de inflamacion como ferritina, transferrina y albumina tienen un

efecto antioxidante no enzimatico secuestrando la transicion de hierro (16).

Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es una perturbacion del equilibrio entre la produccion de
radicales libres y defensas antioxidantes. Este desequilibrio puede conducir a
oxidacion de biomoléculas y en consecuencia a modificaciones funcionales y
estructurales de estas moléculas (17-19); La citocromo oxidasa, asi como el
citocromo P450, representan la produccién de ~ 90% del oxigeno metabolizado
en las células de los mamiferos. La fosfato nicotinamida adenina dinucleotido

(NADPH) oxidasa es otra importante fuente de oxidantes, y genera EROs en

-12-



fagocitos y células endoteliales. Los fagocitos pueden utilizar elevados niveles
de oxigeno para producir EROs como mecanismo de defensa del hospedero

contra la invasion de agentes patdgenos.

Las enzimas implicadas en este estallido respiratorio incluyen a la NADPH
oxidasa, la SOD, la 6xido nitrico sintasa (NOS), y la mieloperoxidasa (14). El
mas potente de los EROs, el anién superdxido (O2¢ -), se metaboliza por la
SOD a peroxido de hidrégeno (H202) y, a continuacion, se convierte en un
reactivo altamente nocivo el radical hidroxilo (OH °). El superéxido, también
reacciona con el 6xido nitrico (NOx) para producir peroxinitrito (ONOO-). El
peroxido y el cloruro (Cl-) se metabolizan por la mieloperoxidasa a acido

hipocloroso (HOCI) en los fagocitos activados (14).

En la actualidad, se han identificado: cuatro diferentes vias de estrés oxidativo
() la clasica de estrés oxidativo, (ii) estrés oxidativo clorinado, (iii) estrés

nitrosativo, y (iv) estrés carbonilo.

El estrés oxidativo tiene consecuencias positivas y negativas en los seres
humanos sanos. Por el lado positivo el estrés oxidativo es un componente
importante de varios mecanismos de defensa del huésped, tales como la
hidrolisis de microorganismos invasores y desnaturalizacion de antigenos
extrafios. En el lado negativo, el estrés oxidativo es nocivo debido al dafio que
produce en las células y tejidos. Estas lesiones son producidas principalmente

por la accion de la lipoperoxidacion en las membranas, oxidacion de las
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proteinas o del &cido desoxirribonucleico (ADN), y disrupcion en la funcién de

las citocinas y el sistema del NOx.

Papel del 6xido nitrico en la fisiologia vascular

El NOx ejerce multiples efectos antiaterogénicos: vasodilatacion, inhibicion de
agregacion plaquetaria, inhibicién de la proliferacion de la fibra muscular lisa y
disminucion de la produccién de proteina quimiotactica de monocitos (MCP),
entre otros (20,21). La abundancia de NOx depende, fundamentalmente, de su
sintesis por las diversas isoformas de la NOS y de su destruccion por EROs
como el anion superéxido (0O2-). La combinacion O2- y NOx produce
peroxinitrito (ONOO-), potente agente oxidante que reacciona con residuos de
tirosina de las proteinas, produciéndose nitrotirosina que sirve como marcador

de la inactivacion de ON por EROs (22).

Diabetes mellitus y estrés oxidativo

Acumulacién y acciéon de productos de glicacién avanzada

Este proceso se inicia con la reaccion de los grupos carbonilos de los
carbohidratos con los grupos amino de las proteinas, en especial con el amino
terminal y el e-amino de residuos de lisina, dando origen a los productos
tempranos de glicacion, también llamados de Amadori o fructosamina. A partir
de ellos y por cambios o transposiciones moleculares y oxidaciones, se forman

compuestos a-dicarbonilos (a-oxoaldehidos) como la 3-desoxiglucosona (23),
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el metilglioxal y el glioxal, los que son conocidos como precursores de los
AGEs; éstos son mas reactivos que sus predecesores y al combinarse
simultaneamente con dos grupos reactivos de las proteinas, forman puentes
cruzados entre ellas muy estables; produciendo su agregacion, y pérdida en
sus funciones bioldgicas. Las proteinas ricas en aminoacidos bésicos (L-lisina 'y

L-arginina) son especialmente susceptibles a la glicacion (23).

Los AGEs son compuestos muy variados estructuralmente, entre otros
podemos encontrar a la hidroximidazolona, puentes cruzados de
bis(lisina)imidazolio, derivados de monolisina (N-¢-(carboximetil)-lisina),

argipirimidina y pentosidina.

Las proteinas modificadas por los AGEs pueden encontrarse en el plasma, en
el compartimiento intracelular y en la matriz extracelular; especialmente en la
pared arterial, el mesangio glomerular, las membranas basales glomerulares,
los vasos capilares sanguineos, la vasculatura retiniana, el cristalino, el

perineurum y las fibras nerviosas mielinicas y amielinicas (23).

Se han descrito receptores para los AGEs en numerosas células, incluyendo a
los monocitos, a los macrofagos, a las células endoteliales, a las células
mesangiales, a los pericitos, a los podocitos, a las neuronas periféricas y a la
microglia. Las proteinas glicadas que se unen a estos receptores inducen
diversos eventos como la produccibn de ERO, estado proinflamatorio;
proliferacién de células (como los macrofagos) y las del endotelio y musculo

liso arterial; la activacion de factores de transcripcion como el NFkB; asi como
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la expresion de diversos péptidos y proteinas (incluyendo a factores de
crecimiento, citocinas, proteinas de matriz extracelular y PAI-1). En los
macrofagos estimulan la produccion de la interleucina-1, el factor de
crecimiento-1, el factor de crecimiento tumoral a y el factor estimulante de
colonias de granulocitos (IL-1, GF-1, TNF a y GC-SF, respectivamente, por sus
siglas en inglés), en tanto en los glomérulos inducen el aumento de la sintesis
de la colageno tipo IV. La formacion de los AGEs en los acidos nucleicos puede
producir efectos dafiinos en la proliferacion celular y en la expresion génica

(23).

Incremento en la actividad de la via del sorbitol

También conocida como la via de los polioles, se lleva a cabo principalmente
en 6rganos que no requieren insulina para metabolizar la glucosa. La glucosa
es transformada por la accién secuencial de dos enzimas: la aldosa reductasa
(AR) y la sorbitol deshidrogenasa (SDH). La primera es la responsable de la
reduccion irreversible de la glucosa en sorbitol y requiere como coenzima a la
nicotinamida adenina dinucledtido fosfato reducido (NADPH). Esta enzima
controla la via, y se activa al estar en contacto con altos niveles de glucosa.
Debido a lo anterior aumenta la concentracion de sorbitol y disminuye la
disponibilidad de NADPH. La SDH, cataliza la transformacion del sorbitol en
fructosa con la concomitante formacién de nicotinamida adenina dinucledtido
reducido (NADH). Esta reaccién es el punto critico de la via, con repercusion
en las complicaciones diabéticas, tanto por la acumulacion de los productos

formados (NADH y fructosa), como por su reversibilidad (24).
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La caida en la concentracion de NADPH afecta negativamente la actividad de
otras enzimas que también lo requieren, como la NOS, la glutatiéon reductasa
(GR), la catalasa y la NADPH oxidasa. Algunas de ellas participan en los
mecanismos antioxidantes; por lo tanto, el agotamiento de NADPH explicaria,
en parte, la deficiencia de los sistemas antioxidantes en el paciente diabético

como el dependiente del glutatién y de la catalasa.

Por otra parte la transformacién bioquimica de la fructosa que afecta al
organismo inicia en la mayoria de los tejidos con su fosforilacion por una
hexocinasa especifica, dando lugar a la fructosa-6-fosfato que se metaboliza en
la ruta glucolitica. La oxidacion del gliceraldehido-3-fosfato (G3P) catalizada
por la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (G3PDH) es de las
reacciones mas importantes de la glucdlisis, porque en ella se forma el primer
intermediario de alta energia y un par de equivalentes reductores en forma de

NADH (24).

El acoplamiento entre la glucdlisis y la via del sorbitol conduce a diversas

alteraciones metabdlicas, entre ellas:

a) Acumulacion de intermediarios de la glucélisis, principalmente el G3P y la

dihidroxiacetona fosfato (DHAP), ambos altamente reactivos con la capacidad

de glicar proteinas y generar estrés oxidativo.

-17 -



b) Aumento de la relacion NADH/NAD+. El aumento de esta relacidén se explica
por dos mecanismos: por la actividad de la segunda enzima de la via del
sorbitol (SDH) y el desequilibrio entre la velocidad de oxidacion del G3P a 1,3
bis-fosfo-glicerato (1,3BPG) y la velocidad de reduccién del piruvato a lactato.
Durante la hiperglucemia se favorece la produccion de NADH mas que su

consumo (24).

¢) Inhibicién de la G3PDH. Cuando la concentracion intracelular de la glucosa
es alta su actividad es inhibida, condicionando la acumulacion de triosas de
fosfato. Los mecanismos por lo que esto ocurre son por: aumento en su
degradacion, oxidacion de sus grupos tiol (SH) necesarios para su actividad,
disminucién de su expresion debido a la reduccion de insulina (transcripcion del
gen), acumulacion de aldehidos que inhiben a la enzima, decremento de NAD+

necesario para que actue, y glicacion de la enzima (25).

El sorbitol, la glicerofosforilcolina y el inositol (polioles) pertenecen al grupo de
solutos organicos, por lo que tienden a acumularse en una gran variedad de
organismos expuestos a un ambiente alto en sales. La acumulacion de sorbitol
debido a su incapacidad para difundir con facilidad al exterior, conduce a un
aumento de estrés osmotico en las células, especialmente importante para

explicar el dafio a nivel de cristalino, con posterior formacion de cataratas (26).

La acumulacién de sorbitol no es suficiente para explicar el origen de la
neuropatia, retinopatia y nefropatia diabéticas, porque la concentracién de

sorbitol en estos érganos es mucho menor que la observada en los cristalinos,
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a menos que la acumulacion del sorbitol sea muy alta en pequefios

compartimientos de estas células.

Activacion de la via de las hexosaminas

La fructosa via sorbitol contribuye en la activacion de la via de las
hexosaminas, debido a que la formacion de la glucosamina-6-fosfato proviene
exclusivamente de la fructosa-6-fosfato y la glutamina, mediante una reaccién
irreversible catalizada por la glutamina: fructosa-6-fosfato amidotransferasa
(GFA), enzima que regula la via. La glucosamina-6-fosfato da origen a la UDP-
N-acetilglucosamina y a la UDP-N-acetilgalactosamina, que se utilizan en la

formacion de las glicoproteinas y los proteoglicanos.

El aumento del flujo a través de esta via esta relacionado con algunos efectos
de la diabetes, contribuye en parte a la estimulacion de la expresion de genes
como los del TGFa, TGFB150, y del inhibidor del activador del plasminégeno-1
(PAI-1). También participa en la induccion de la resistencia a la insulina por

lipidos o por hiperglucemia.

Activacioén de la proteina cinasa C

La acumulacion de DHAP y G3P promueve la produccion de diacilgliceroles
(DAG), y la subsecuente activacion de la proteina cinasa C (PKC), mismos que
también afectan la homeostasis vascular. La PKC pertenece a la familia de las

serinas/treoninas fosfocinasas, y presenta por lo menos 11 isoformas (a, B1,
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B2,y 90, ¢ ¢ n, 0, Ay ), codificadas por 10 genes diferentes. Estas proteinas
se clasifican en cuatro clases: las convencionales o clasicas (a B1, B2 y y), las
dependientes de Ca2+ y fosfolipidos; las nuevas isoformas independientes de

Ca2+ (9,&,n,0,u) las atipicas (C y A) y las independientes de Ca2+ y fosfolipidos
(W)-

El DAG es un activador natural de la PKC y su produccion aumenta en las
células del endotelio, la retina y los glomérulos renales durante las

complicaciones diabéticas en modelos animales y en el humano (27).

Otros posibles activadores de la PKC son el metilglioxal, la glucosamina, y las
ERO. Todos ellos se generan debido a alteraciones metabdlicas que se

presentan en la diabetes.

Las alteraciones celulares y funcionales atribuidas a la activacion de la PKC
son muy variadas, y dependen de la funcibn de esta enzima en los
mecanismos de transduccion de sefiales y en su participacion en la regulacion
de la expresion de diversos genes, incluyendo a los de proteinas de matriz
extracelular (fibronectina y colageno tipo IV), del PAI-1 y del TGFB y su
receptor. Afecta la produccién de sustancias vasoactivas, por una parte
deprime la produccion de éxido nitrico y por otra estimula la expresiéon de la ET-
1 (28), lo que conduce a la disminucion del flujo sanguineo de la retina, los

nervios periféricos y el rifidén, en el modelo de diabetes experimental.
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En la retina, el decremento del flujo sanguineo puede llevar a una hipoxia local,
gue induce la expresion del VEGF, que a su vez aumenta la permeabilidad del

endotelio y la formacién de microaneurismas.

Incremento en la actividad del estrés oxidativo

El estrés oxidativo esta fuertemente implicado como un mediador de mdaltiples
complicaciones microvasculares inducidas por diabetes, incluyendo nefropatia,
retinopatia y polineuropatia. Los mediadores clave que se han identificado

como dafio por estrés oxidativo son los aniones superéxido y el éxido nitrico.

Las proteinas son blanco de dafio mediado por factores oxidativos, como
consecuencias producen productos resistentes a la protedlisis. Sin embargo
aun no se han encontrado marcadores de oxidacion. Cuando los componentes
oxidativos interactian con los acidos nucleicos contribuye a la mutagénesis y
oncogénesis. La determinacion de 8-hidroxi 2 cromatografia (B0OHdAG) se utiliza

para evaluar el dafio del ADN de los leucocitos (16).

Las EROs producen lipoperoxidacion de las membranas y organelos celulares
generando dafio de la integridad celular y alteracion de la capacidad de
transporte celular y la produccion de energia. Ademas existe dafio
microvascular principalmente mediado por citoquinas del tipo proinflamatorias y
lesiones morfologicas con alteracion de la permeabilidad y la hemodinamia

vascular (29).
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Se ha propuesto que el estrés oxidativo esta involucrado en varios estados
patolégicos como enfermedades cardiovasculares, infecciosas, cancer,
diabetes y trastornos neurodegenerativos (29,30). Esto podria constituir una
evidencia que apunta hacia la probable existencia de un aumento de la
exposicion a estrés oxidativo en el curso de un deterioro micro y macrovascular

cronico.

Se ha demostrado en pacientes con diabetes la acumulacion de sustancias de
naturaleza prooxidante en sangre y otros tejidos. Estos incluyen la
homocisteina capaz de generar H>O> durante su metabolismo (31), la
carboximetil-lisina y la pentosidina. Estos compuestos se producen como
consecuencia de la glucosilacion y autoxidacion de carbohidratos, lipidos y
proteinas. Estos a su vez pueden provocar la activacion de leucocitos
polimorfonucleares neutréfilos y macrofagos capaces de generar grandes

cantidades de ERO (32).

Las ERO contribuyen a la resistencia a la insulina, debido a que interfiere con
las vias de sefalizacion inducida por esta hormona y evitan la traslocacion del
transportador de glucosa GLUT 4 a la membrana plasmatica. El mecanismo por
el que contribuyen a las complicaciones de la diabetes es parcialmente
conocido y se piensa que actian por la modificacion oxidativa de
macromoléculas y por la activacion del factor de transcripcion NFkB, lo que

conduce a la expresion alterada de genes (33).
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Aun queda la interrogante si este estado de oxidacion se debe a una causa de

las complicaciones o como consecuencia del estado de descontrol de paciente.

Ensayos clinicos con roedores que incluian vitamina E, C y acido alfa lipoico
han tenido resultados limitados en mejorar desenlaces cardiovasculares. Las
estatinas, los inhibidores de enzima convertidora de angiotensina, los
bloqueadores de receptores de angiotensina y las tiazolidinedionas pueden
mejorar los desenlaces cardiovasculares reduciendo las especies reactivas de
oxigeno por una parte mas proximal de la cascada, por lo que actuarian de una

forma mas eficiente (34).

A pesar de la gran evidencia que el estrés oxidativo se ha asociado a
complicaciones diabéticas, los ensayos clinicos de muchos antioxidantes
(como inhibidores de aldol reductasa, acido alfa lipoico, vitaminas C, E y
factores de crecimiento) en neuropatia y retinopatia diabéticas, no han
establecido una eficacia terapéutica (35). Estudios realizados en poblacion
mexicana con antioxidantes como acido folico (36) o restriccion dietética de
productos avanzados de la glicosilacion (37), han mostrado reduccion en

marcadores de estrés oxidativo.

Durante las crisis hiperglucémicas se han observado elevacion de citosinas
proinflamatorias incluyendo factor de necrosis tumoral alfa e interleucinas 1B,
IL-6 e IL-8, marcadores de peroxidacion lipidica asi como inhibidor de activador
de plasminégeno 1 y proteina C reactiva (38). Los factores proinflamatorios

regresan a la normalidad dentro de las 24 horas en que se ha iniciado terapia
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con insulina y resolucion de la hiperglucemia. Las prostaglandinas y
eicosanoides se han asociado en la patogénesis de la diabetes mellitus y sus
complicaciones. Las prostaglandinas se acumulan durante la cetoacidosis,
incrementan en la circulacion antes de la epinefrina y regresan pronto a niveles

normales con la terapia con insulina (39).

En estos ultimos afos el estrés oxidativo se ha sefialado como un importante
mediador patoldgico en muchas y muy diversas situaciones clinicas como la
carcinogénesis, arteriosclerosis, enfermedades cardiovasculares y HTA,
enfermedades neurodegenerativas y envejecimiento (40). Ademas se han
propuesto a estos como biomarcadores en relacion a factor de riesgo
cardiovascular (41) o como predictor de riesgo de desarrollo de sindrome

metabolico (42).

A nivel mundial se han realizado muchos estudios para poder predecir si ciertos
individuos cuentan con mayor riesgo a desarrollar complicaciones de acuerdo a
sus niveles de estrés oxidativo. Butkowski et al (43) en un estudio transversal
realizado en Australia, encontr6 que en individuos con elevaciones en los
niveles de glucosa incrementaba su respuesta con marcadores de inflamacién
y estrés oxidativo, separando en quintiles con puntos de corte de 4.5, 4.7, 6.1y

7.5 mmol/l de glucosa sérica.

En nuestro pais no hemos localizado en la literatura estudios de esta indole,
aunque se sabe mucho sobre estrés oxidativo y su relacion con la diabetes, es

necesario relacionar si se trata de un aspecto directamente proporcional o
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incluso en un futuro y desde un enfoque de seguimiento determinar si puede
utilizarse estos marcadores como predictores en el desarrollo de la enfermedad

0 de sus complicaciones.

Se ha evidenciado que el estrés oxidativo esté involucrado en varios estados
patolégicos como enfermedades cardiovasculares, infecciosas, cancer,
metabdlicas, renales y trastornos neurodegenerativos. Estas enfermedades
tienen un gran impacto en la calidad de vida y sobre todo al aparecer con
mayor frecuencia en poblacion economicamente activa. Cuando se analizan los
mecanismos fisiopatologicos de las complicaciones de la DM2 se encuentra al
estrés oxidativo como un proceso central en su desarrollo. Asi también en las
complicaciones agudas como la cetoacidosis y el estado hiperosmolar se ha
observado una liberacion masiva de marcadores de estrés oxidativo e

inflamacion los cuales mejoran al controlar la descompensacion.

Ya que el EO aparece en las células y tejidos cuando existe una perturbacion
del equilibrio entre las sustancias pro-oxidantes y antioxidantes a favor de las
primeras y las principales sustancias oxidantes en los sistemas biologicos son
los radicales libres derivados del oxigeno estamos interesados en estudiar los
cambios sérico en la composicidbn bioquimica de los marcadores de
antioxidacion y oxidacién en pacientes que viven con diabetes en los diferentes

niveles de control glucémico.

Dado que los pacientes que viven con DM2 estan afectados tanto por los

cambios bioquimicos generales asi como la glucotoxicidad, y las alteraciones
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de los varios mecanismos implicados en el incremento del estrés oxidativo en
la diabetes mellitus, entre los cuales se encuentran: la autooxidacion de la
glucosa, la glucosilacion de proteinas, y la disminucion de las defensas
antioxidantes, se hace necesario conocer si el diabético controlado tiene o no
igual de alterados los niveles plasmaticos de los marcadores antioxidativos y
marcadores de estrés oxidativo durante las distintos niveles de control de la

diabetes mellitus tipo 2 en adultos.

Por lo anterior consideramos que los marcadores de estrés oxidativo se
encontraran incrementados en la diabetes mellitus tipo 2 del adulto conforme
se modifiquen los niveles de control glucémico y su severidad podria estar
directamente relacionada con la progresion y/o de la presencia de

complicaciones en adultos versus los individuos aparentemente sanos.
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OBJETIVO

Conocer los posibles cambios en el estado antioxidante inducidos por la DM2
en sus diferentes niveles de control asi como en un grupo de sujetos sanos. Es
posible que los biomarcadores de estrés oxidativo y antioxidativo sean de

utilidad para estimar el riesgo de presentar complicaciones agudas o crénicas.

Objetivos especificos

1.- Determinar las concentraciones de antioxidantes en suero (Vitamina C,
SOD, y glutation total) en grupo de control glucémico, descontrol y en los
sujetos del grupo testigo.

2.- Determinar las concentraciones de oxidantes en suero (NOx, AGEs y

AOPPs) en los grupos de control glucémico y en sujetos del grupo testigo.

TIPO DE ESTUDIO

Se realizé un estudio clinico, transversal, comparativo en pacientes que viven
con diabetes en diferente control de su enfermedad de nuestra unidad

hospitalaria.
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MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron pacientes de ambos géneros mayores de 18 afios de edad,
menores de 70 afios de edad, con diabetes mellitus tipo 2 con o sin tratamiento
con insulina, de la Unidad Médica de Alta Especialidad Hospital de

Especialidades “Dr. Bernardo Sepulveda Gutiérrez”.

Los grupos se establecieron de la siguiente manera. GO= Sujetos
aparentemente sanos, Gl = Sujetos con Dx de DM2 con hemoblobina
glucosilada menor o igual a 7.5%, G2 = Sujetos con Dx de DM2 con
hemoblobina glucosilada mayor a 7.5%. Todos ellos provenientes de areas
urbanas del area de influencia del Hospital de Especialidades del Centro

Médico Nacional “Siglo XXI”.

Como variables independientes principales se incluyeron la presencia o
ausencia de diabetes mellitus tipo 2 asi como presencia de control glucémico.
El empleo de insulinoterapia u otros hipoglucemiantes se incluyeron como

variables secundarias.

Las variables dependientes incluyeron niveles plasmaticos de los diferentes
antioxidantes y oxidantes. Como covariables se estipularon: la enfermedad
renal crénica KDIGO 1, 2, 3A, hipertension arterial sistémica, dislipidemia,

sindrome metabdlico y obesidad.
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En la seleccion de participantes se incluyeron sujetos de 18 a 70 afios de edad,
los grupos fueron pareados por edad y sexo. Para el grupo de diabetes se
clasificaron como controlados si contaban con niveles de hemoglobina
glucosilada menor de 7.5% y no controlados si contaban con niveles superiores
a este punto de corte. La determinacién del control glucémico se realizd con las
técnicas estandarizadas del laboratorio de la institucién. Para grupo testigo se
consider6 sin antecedentes personales de enfermedades cronicas
degenerativas, metabdlicas o neoplasias; sin consumo de medicamentos,
drogas de abuso ni complementos alimentarios (de ninguna naturaleza). Se
excluyeron a pacientes con otras enfermedades cronicas concomitantes con la
diabetes (cancer, enfermedad neurologica, enfermedad pulmonar, enfermedad
metabolica endocrina no diabética, enfermedad renal en estadios avanzados
(>3B) o padecimientos autoinmunes). Se eliminaron a participantes que una

vez iniciado el estudio decidieron abandonar por cualquier motivo.

Para la toma de muestras se solicitd que acudieran en ayuno de al menos 10
horas. Las muestras de sangre fueron obtenidas mediante la puncion de una
vena del antebrazo y colectada en tubos de ensayo estériles (Vacutainer
Becton Dickinson Immunocytometry Sistemas-EDIBs, EE.UU.). Todas las
muestras fueron transportadas en un termo con hielo y una vez recuperado el

suero, este se alicaté en tubos de 0.6 mL y almacenado a -20°C.

Para los analisis bioquimicos se realizaron analisis de rutina para todos los
casos como biometria hematica completa asi como quimica sanguinea de los

siguientes analiticos: glucosa, acido urico (AU), creatinina (CR), colesterol,
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triglicéridos (TG), lipoproteinas de alta densidad (HDL), albumina (ALB) y
proteinas reactiva C (PCR) todas esta mediciones se realizaron en el
laboratorio central del Hospital de Especialidades CMN “Siglo XXI”, utilizando

estuches de diagndstico comerciales y medidos en equipos automatizados.

Se determind la actividad de varias sustancias relacionadas con el estrés
oxidativo. Como sustancias AOx medimos Vitamina C (Vit C), superoxido
dismutasa (SOD), glutation total (GSH), y acido urico (AU). Como oxidantes
medimos el oxido nitrico (NOx), los productos tardios de la glucosilacion
(AGEs) y productos tardios de la oxidacion de las proteinas (AOPP). Como
moléculas estables medimos las proteinas totales (PT) y la glucosa (GLU), en

el suero de todos los participantes.

La medicion de NOx se realiz6 mediante la determinacion de la cantidad total
de nitritos (NO2-), que son los productos estables del metabolismo de NO. Se
utilizd el reactivo de Griess (solucion acuosa de sulfanilamida al 1% vy
naftilenetilendiamina al 0.1% en H3PO4 (al 2.5%, JT Baker), el cual forma un
cromoforo estable con NO2-, y que absorbe a 546 nm. La curva de calibracién
se hizo con diferentes concentraciones de nitrito de sodio disuelto en NaCl al

0.9% (45,46).

Para la determinacion de AGEs, utilizamos el procedimiento fluorescente
AGEs, usando una placa negra de 96 pozos y un fluorémetro (Fluroskan acent
FL Thermon). Se usaron 100 pL of plasma desproteinizado con TCA a la

concentracion de 0.3 g/L. Posteriormente afiadimos 200 uL cloroformo, se agitd
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y centrifugd a 14,000 rpm por 5 min. Finalmente a 200 uL del sobrenadante se
coloco en la multiplaca por triplicado y se leyo la intensidad de fluorescencia a
355 nm EM y 440 nm EX. Los resultados se expresaron en unidades arbitrarias
de fluorescencia (UAF) corregida por la cantidad de proteinas plasmaticas
(medidas por absorbencia a 280 nm) para muestras plasmaticas. Para
asegurarnos de que las lecturas del fotofluorometro son adecuadas, se corrigio
una curva de calibracion con sulfato de quinina como estandar, el cual utiliza

los mismos filtros de EX y EM descritos arriba (360 y 440 nm respectivamente).

La medicion de los productos tardios de la oxidacién de proteinas se llevo a
cabo usando un método semiautomatizado descrito por Witko y cols (47). En
resumen, los AOPPs se midieron espectrofotométricamente con un lector de
microplacas (Eliread Kontrolab) y la curva de calibracion se hizo con una
solucion de cloramina-T (Sigma Chemical Co) en presencia de ioduro de
potasio el cual se mide a 340 nm. En una placa de 96 pozos (Becton Dickinson)
se afadieron 200 pL de plasma diluido 1:5 con PBS (amortiguador de fosfatos
salino) y se les afiadio 20 pyL de acido acético. A los estandares internos con
200 pL de cloramina-T (0 to 100 pmol/L), se les afiadieron 10 uL de ioduro de
potasio 1.16 mol/L seguidos de 20 pL de acido acético. Ya que la cloramina-T
absorbe a 340 nm y es linear en el rango de 0 a 100 umol/L, las
concentraciones de AOPP se expresaron en pmol/L de equivalentes de

cloramina-T (48).

Para la medicion de vitamina C se utilizé el procedimiento descrito por Prieto

(49). Este método se basoé en la reduccion de molibdato (VI) a molibdato (V)
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por la muestra, seguido de la formacién de un complejo entre el fosfato y el
molibdato (V), el cual tuvo una absorcién 6ptima a 695 nm. La curva de

calibracién se preparé con &cido ascorbico y se leyé a 695 nm.

La SOD se determin6 con base en el método de Marklund y Marklund (50). El
radical anidnicosuperéxido participa en la autoxidacién del pirogalol. Para ello
se prepard una solucion de pirogalol en HCI (JT Baker, Xalostoc, Mex. México)
y se incub6 a 40 °C. A 50 pL de muestra se le afiadié 200 pL de una mezcla de
Tris—-EDTA-HCI y se lee a 420 nm en un espectrofotometro DU 50 (Beckman,
Palo Alto, CA. USA). Posteriormente se afiadio la solucién de pirogalol y se
midio el incremento en la absorbencia cada 30 segundos durante 3 min. El
blanco de reactivos se realizo de la misma manera pero en lugar de muestra se
utilizd agua bidestilada. La actividad de la SOD se expresé en U/mg de

proteina.

La actividad de la glutation total se analiz6 mediante el método de Beutler et al
(51). GSH-Px se encarga de degradar al terbutilidroperoxido (t—-BOOH) en
presencia de GSH que es consumido. EI GSH remanente es medido con el 5,5'
ditiobis—(2—acido nitrobenzoico) (DTNB). La mezcla de reaccién contenia 1 mL
de GSH (Amresco) 2 mmol en PBS 400 mmol (pH 7.0), EDTA 4 mnol, 0.5% de
azida de sodio 1 mmol, 250 pL de muestra biologica y agua bidestilada para
aforar a 4 mL. Tras la incubacion a 37 °C durante cinco minutos, se afiadio 1
mL de T-BOOH 1.25 mmol precalentado y se volvié a incubar por cuatro
minutos mas. Al final de ese periodo se recuperd 1 mL y se le afiadieron 4 mL

de &cido fosforico (High Purity de México), se centrifugd a temperatura
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ambiente, y a 2000 x g durante 10 minutos. Se recuperaron 2 mL del
sobrenadante y se le afiadio 2 mL de Na2HPO4 400 mmol y 1 mL del reactivo
de DTNB. La absorbencia se midié a 412 nm. Los blancos y los estandares se
prepararon de manera similar. La actividad de GSH-Px se expres6 como U/mg

de proteina.

La medicion de las proteinas en el plasma se basé en el método de Bradford
(52) utilizando el azul de Coomassie G-250 (Amresco, Solon, OH. USA) como
colorante. Se utilizé albumina sérica de bovino (A-7906, SIGMA Chem Co., St.
Louis MO, EUA) para generar la curva de calibracion (0 -100 pg de
proteina/mL). Se utilizé un lector de placas de 96 pozos (Eliread), y se ley6 a
595 nm. Se utilizaron 50 uL de cada muestra. Todas las mediciones se

realizaron por duplicado. Los valores finales fueron expresados como g/dL.

El contenido total de glucosa se medié con base en el procedimiento de fenol-
acido sulfarico para azucares (53), la curva estandar se realizé con diferentes

concentraciones de glucosa en el rango de 0.01 a 1.0 mg/mL.

Los resultados se almacenaron en una base de datos Excel para su analisis.
Dado que no todos los parametros bioquimicos se apegan a una distribucion
normal, se obtuvieron los valores de mediana (cuartil inferior - cuartil superior).
Las diferencias estadisticas entre los grupos se obtuvieron mediante el analisis

de varianza (Anova).
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Las diferencias estadisticamente significativas entre los parametros de los
grupos se evaluaron mediante el uso de la prueba no paramétrica de Mann-
Whitney o la prueba de Kruskal-Wallis (segun fuese el caso). Las correlaciones
entre las variables paramétricas se evaluaron utilizando el método de Pierson,
o el método de Spearman en el caso de las variables no paramétricas (segun
fuese el caso). Los resultados con una distribucion normal se expresaron como
la media + error estandar (ES). Se consideré una diferencia estadisticamente
significativa como P < 0.05. Todos los célculos estadisticos se realizaron
utilizando el programa de computo Prism V.4.0 (GraphPad Software, Inc., San

Diego, USA).

Consideraciones éticas

La obtencion de la muestra sanguinea y procesamiento de datos se llevd a
cabo con base en los principios de la Declaracion de Helsinki de la Asociacion
Médica Mundial "Principios Eticos para la Investigacion Médica en Seres
Humanos" (Helsinki, 1964, enmienda 1975-2000) y la actual Ley General de
Salud de los Estados Unidos mexicanos. Todos los datos y la informacion
personal recopilada en este estudio estan sujetos a la confidencialidad médica
y s6lo pueden ser reunidos para el procesamiento y la evaluacién en forma
anonima. Todas las muestras e informacion necesaria de todos los sujetos, fue
recabada después de su firma del consentimiento informado para participar en
el estudio. En ningln caso se sometié a los pacientes a mayor estrés del que
esta cualquier tipo de paciente que acude al servicio de consulta externa.

Previamente al estudio se les explico a los pacientes los procedimientos que se
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realizaron, y los analisis bioquimicos que se efectuaron, mismos que no
representaron ningun gasto extra para el voluntario o sus familiares ya que
todos los procedimientos y los materiales consumibles de este estudio fueron
proporcionados de manera gratuita. El trabajo en su totalidad se apega a las
normas éticas descritas en el Reglamento de la Ley General de Salud de los

Estados Unidos mexicanos, asi como a las normas y reglamentos del IMSS.
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RESULTADOS

Se reclutaron un total de 76 pacientes, los cuales se agruparon en sujetos
aparentemente sanos (N: 27), pacientes diabéticos en control glucémico (N: 16)

y pacientes diabéticos en descontrol glucémico (N: 23). Las caracteristicas

demograficas y bioquimicas se presentan en las tablas 1 y 2 respectivamente.

AS HbA1c £7.5% | HbAlc >7.5% P
Parametro (a) (b) (c) a/b b/c
N: 27 N:16 N:23 alc
Sexo (F) 11 8 13 NA
Edad (afios) | 54.48 + 3.35 58.8 + 8.68 56.39 + 8.66 >0.05
Peso (kg) 76.63 + 11.04 71.81 +13.3 74.35+12.7 >0.05
Talla (m) 1.63 £ 0.09 1.58 £0.10 1.59+0.11 >0.05
IMC 28.50 + 2.81 28.58 + 3.95 29.18 +4.29 >0.05
(kg/m2)
PAS >0.05 <0.001
(mmHg) 121 +7 117 £ 16 137 £18 <0.001
PAD >0.005 <0.05
(mmHg) 72+7 73+11 81+9 <0.01
PAM >0.05 <0.01
(mmHg) 886 88 +12 100 £11 <0.001
Tabla 1. Caracteristicas demograficas. AS: aparentemente sanos; HbALC:

Hemoglobina glucosilada; N: nimero de participantes; F: femenino; kg: kilogramos; m:
metros; IMC: indice de masa corporal; kg/m2: kilogramos sobre metro cuadrado; PAS:
presiéon arterial sistélica; mmHg: milimetros de mercurio; PAD: presion arterial
diastolica; PAM: presion arterial media. Los resultados se muestran en valor promedio
+ 1 desviacion estandar. Se considerd p como estadisticamente significativa si < 0.05.
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< 0, 0
ParAmetro HbA1N c l_67.5 % HbAﬁlc.:2>37.5 o 5
Cr (mg/dL) 0.847 + 0.269 0.986 + 0.356 0.2005
UREA
(my/dL) 39.08 + 13.94 40.39 + 16.543 0.7968
TFG MDRD 85.81 + 24.67 82.35 + 33.44 0.7265
(ml/min)
TFG CG 93.61 + 28.85 89.54 + 34.95 >0.05
(ml/min)
GLUCOSA 112.1 + 24.76 141.1 + 62.06 0.0858
(mg/dL)
Colesterol
total (ma/dL) 180 + 30 192 + 43 0.3501
Trigliceridos 167 + 70 223 + 132 0.1414
(mg/dL)
c-HDL
(/L) 45 + 9 45 + 10 >0.05
c-LDL
(mafdL) 101 + 27 99 + 31 >0.05
A't(’;/r[‘;”a 4.42 +0.334 4.182 + 0.402 0.067
PCR (mg/dL) 0.228 + 0.143 0.3006 + 0.3502 0.4587
VSG (mm/h) 16.21 + 1251 25.25 + 13.29 0.0665
BILT
(mgrdL) 0.62 + 0.59 0.39 +0.22 >0.05
HBALC (%) 6.39 + 0.75 9.44 + 1.59 <0.001
Hb (g/dL) 14.27 + 1.86 14.18 + 1.94 0.885
Hto (%) 41+5 42 +5 >0.05
Acido urico 5.97 + 1.68 5.39 + 1.58 0.3166
(mg/dL)

Tabla 2. Caracteristicas bioquimicas. HbA1C: Hemoglobina glucosilada; N: nUmero de
participantes; Cr: creatinina; mg/dl: miligramos sobre decilitro; TFG: tasa de filtrado
glomerular; MDRD: Modificacion en la dieta en enfermedad renal (siglas en ingles);
ml/min: mililitros sobre minuto; CG: Cockcroft-Gault; mg/dl: miligramo sobre decilitro; c-
HDL.: colesterol con lipoproteina de alta densidad; c-LDL: colesterol con lipoproteina
de baja densidad; g/L: gramo sobre litro; Na: sodio; mEqg/L: miliequivalentes sobre litro;
K: potasio; CI: cloro; Mg: magnesio; P: fosforo; Ca: calcio; PCR: proteina C reactiva,
VSG: velocidad de sedimentacion globular; mm/Hr: milimetros sobre hora; Bil T:
bilirrubina total; Hb: hemoglobina; g/dl: gramos sobre decilitro; Hto: hematocrito; pL:
microlitro. Los resultados se muestran en valor promedio + 1 desviacion estandar. Se
consider6 p<0.05 como significativamente estadistico. *Se omitieron a los sujetos
aparentemente sanos en esta tabla ya que fueron reclutados procedentes del banco
de sangre como donadores sin patologia de base, no contando por ello con niveles de
parametros bioquimicos.
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Los niveles de presidn arterial sistélica se encontraron con variacion de
acuerdo a la clasificacion en grupos, siendo en pacientes aparentemente sanos
de 121 + 7 mmHg, en el grupo de pacientes diabéticos controlados de 117 + 16
mmHg y en pacientes con descontrol glucémico 137 + 18 mmHg, el cual este
ultimo presentd diferencia estadisticamente significativa comparada con los

grupos previos (p<0.001). (Gréafica 1)
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Grafica 1. Comparacion en cifras de presion arterial sistolica. Se muestran los valores
promedio asi como la desviacion estandar. AS: aparentemente sanos; C: hemoglobina
glucosilada menor o igual a 7.5%, DC: hemoglobina glucosilada mayor de 7.5%. Se
consider6 p<0.05 como estadisticamente significativa.
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Para la presién arterial diastélica en el grupo de pacientes aparentemente
sanos tuvieron media de 72 * 7 mmHg, los diabéticos controlados 73 + 11
mmHg y los diabéticos descontrolados de 81 + 9 mmHg, este Ultimo grupo con
diferencia estadisticamente significativa respecto al primero (p<0.05) y el

segundo (p<0.01). (Gréfica 2)
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Grafica 2. Comparacion en cifras de presion arterial diastélica. Se muestran los valores
promedio asi como la desviacion estandar. AS: aparentemente sanos; C: hemoglobina
glucosilada menor o igual a 7.5%, DC: hemoglobina glucosilada mayor de 7.5%. Se
consider6 p<0.05 como estadisticamente significativa.
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La presion arterial media en pacientes aparentemente sanos fue 88 + 6 mmHg,
de diabéticos controlados 88 + 12 mmHg y de diabéticos no controlados de 100
+ 11 mmHg, siendo estadisticamente significativo con el primer y segundo

grupo (p <0.001 y 0.01 respectivamente). (Gréfica 3)
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Grafica 3. Comparacion en cifras de presion arterial media. Se muestran los valores
promedio asi como la desviacion estandar. AS: aparentemente sanos; C: hemoglobina
glucosilada menor o igual a 7.5%, DC: hemoglobina glucosilada mayor de 7.5%. Se
considerd p como estadisticamente significativa < 0.05.
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No se encontraron diferencias en el perfil lipidico, aunque se puede observar
tendencia a incremento de triglicéridos en pacientes con descontrol glucémico,
encontrando niveles de 223 + 132 mg/dL, en comparacién con individuos
controlados con cifras de 167 + 70 mg/dL, sin embargo no se encontro

diferencia estadisticamente significativa (p 0.1414). (Grafica 4)
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Grafica 4. Comparacioén de los niveles del perfil de lipidos en los grupos de estudio. Se
muestran valores en medias asi como la desviacién estandar. C: hemoglobina
glucosilada menor o igual a 7.5%, DC: hemoglobina glucosilada mayor de 7.5%, HDL.:
lipoproteina de alta densidad; LDL: lipoproteina de baja densidad.
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Con respecto a los marcadores de inflamacion se encontr6 en pacientes con
control glucémico niveles de proteina C reactiva de 0.228 + 0.143 mg/dL,
mientras en el grupo de descontrol glucémico de 0.3006 + 0.3502, sin encontrar

diferencias estadisticamente significativas (p 0.4587). (Gréafica 5)

0.4+
s 0.3
=
-'6' —
®
o7
O 3 0.2 1
2E
9
o
o 0.1+

0.0

DM C DM DC
0.4587

Grafica 5. Niveles de proteina C reactiva en los grupos. Se muestran los valores de
media con su desviacion estandar, asi como el valor de P. DM C: Diabetes mellitus
con hemoglobina glucosilada menor o igual de 7.5%, DM DC: Diabetes mellitus con
hemoglobina glucosilada mayor de 7.5%.

-42 -



En la velocidad de sedimentacion globular los pacientes con control glucémico
fue de 16.21 = 12.51 mm/h mientras que en pacientes con descontrol
glucémico fue de 25.25 + 13.29 mm/h, sin diferencia estadisticamente

significativa (p>0.05). (Grafica 6)
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Grafica 6. Comparacion de la velocidad de sedimentacion globular en los grupos. Los
resultados de muestran en medias con la desviacion estandar asi como valor de P.
DM C: Diabetes mellitus con hemoglobina glucosilada menor o igual de 7.5%, DM DC:
Diabetes mellitus con hemoglobina glucosilada mayor de 7.5%.
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Los marcadores de estrés oxidativo se muestran en la tabla 3, asi como su

comparacion con cada uno de los grupos.

HbA1c <

HbAlc

Parametro '?‘\IS g;) a?b 7.5% (b) bF/>c >7.5% (c) aljc
' N:16 N:23
NOx uM) | T92* | <0.001 3;‘;; >0.05 2i8§1i <0.001
AGES (UAF) 165351' <0.01 %“éé—' <0.001 | 3.5+1.25 | <0.001
AOPP (uM) 5?'897?31 >0.05 5;3;51 >0.05 5]i'§61 * | 5005
VIT C (mM) t% = | >00s 165591 <0.001 067;‘; <0.001
GSH (uM) 16477 = | <0.001 065511 >0.05 065i25¢ <0.001
SOD 75.55 + 62.27 * 59.33 *

(% IDP) 776 | 0001 | a3 | 2005 | Y4555 | <0001

Tabla 3. Marcadores de estrés oxidativo. AS: Sujetos aparentemente sanos; HbA1C:
Hemoglobina glucosilada; N: numero de participantes; NO: 6xido nitrico; uM:
micromolar; AGEs: Productos tardios de glucosilacién; UAF: unidades arbitrarias de
fluorescencia; AOPP: productos de oxidacion avanzada de proteinas; VIT C: vitamina
C; mM: milimolar; GSH: glutation; SOD: superdxido dismutasa; IDP: inhibicién de
pirogallol. Los resultados se muestran en valor promedio + 1 desviacion estandar. Se

considero p<0.05 como estadisticamente significativa.
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En relacién a los niveles de NOx el grupo de pacientes aparentemente sanos
tuvieron valores de 16.02 + 2.17 uM, mientras que los del grupo de diabéticos
controlados y descontrolados contaban con valores de 3.47 + 3.81 uMy 2.89 *
1.81 uM respectivamente, teniendo diferencias estadisticamente significativas
Uunicamente comparando individuos diabéticos con controles aparentemente

sanos (p< 0.001). (Gréfica 7)
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Grafica 7. Comparacion en niveles de Oxido nitrico en los diferentes grupos.
Resultados mostrados en media con su desviacibn estandar. AS: sujetos
aparentemente sanos; DM C: diabetes mellitus con hemoglobina glucosilada menor o
igual de 7.5%, DM DC: diabetes mellitus con hemoglobina glucosilada mayor de 7.5%,
uM: micromolar.
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Los niveles de productos tardios de la glucosilacion en sujetos aparentemente
sanos fue de 1.55 + 0.35 uM, en sujetos con control glucémico de 2.4 + 0.83
uM y en individuos con descontrol glucémico de 3.5 + 1.25 uM, con diferencias
estadisticamente significativas entre todos los grupos (p< 0.01 GO/G1 y < 0.001

en GO/G2 y G1/G2). (Gréfica 8)
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Grafica 8. Niveles de productos tardios de la glucosilacién en los diferentes grupos.
Resultados mostrados en media con su desviacion estandar. AS: sujetos
aparentemente sanos; DM C: diabetes mellitus con hemoglobina glucosilada menor o
igual de 7.5%, DM DC: diabetes mellitus con hemoglobina glucosilada mayor de 7.5%,
uM: micromolar.
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Los niveles de productos tardios de la oxidacién de proteinas en sujetos
aparentemente sanos fue de 56.096 + 19.75 uM, en diabéticos controlados de
58.31 + 23.35 uM y en diabéticos descontrolados de 51.96 + 13.1 uM, sin
presentar diferencias estadisticamente significativas entre ninguno de los

grupos (p> 0.05). (Gréfica 9)
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Grafica 9. Niveles de productos tardios de la oxidacion de proteinas en los diferentes
grupos. Resultados mostrados en media con su desviacién estdndar. AS: sujetos
aparentemente sanos; DM C: diabetes mellitus con hemoglobina glucosilada menor o
igual de 7.5%, DM DC: diabetes mellitus con hemoglobina glucosilada mayor de 7.5%,
uM: micromolar.
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Los niveles de vitamina C encontrados en pacientes aparentemente sanos
fueron de 1.3 £ 0.31 mM, en sujetos con control glucémico de 1.56 + 0.39 mM y
en sujetos con descontrol glucémico fue de 0.74 + 0.12 mM, con diferencias
estadisticamente significativas entre el Gltimo grupo con los primeros dos (p<
0.001 GO/G2 y G1/G2), mientras que los primeros no tuvieron diferencia

significativa (p> 0.05). (Gréfica 10)
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Grafica 10. Niveles de vitamina C en los diferentes grupos. Resultados mostrados en
media con su desviacidn estandar. AS: sujetos aparentemente sanos; DM C: diabetes
mellitus con hemoglobina glucosilada menor o igual de 7.5%, DM DC: diabetes
mellitus con hemoglobina glucosilada mayor de 7.5%, mM: milimolar.
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Los niveles de glutation en sujetos aparentemente sanos fueron de 1.47 + 0.71
uM, de aquellos con control glucémico de 0.56 + 0.21 uM y los pacientes con
descontrol glucémico de 0.52 + 0.15 uM, con diferencias estadisticamente
significativas entre sujetos aparentemente sanos comparados con aquellos
diabéticos (p< 0.001) y sin diferencia entre individuos diabéticos

independientemente de su estado de control (p> 0.05). (Gréfica 11)
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Grafica 11. Niveles de glutatién en los diferentes grupos. Resultados mostrados en
media con su desviacidn estandar. AS: sujetos aparentemente sanos; DM C: diabetes
mellitus con hemoglobina glucosilada menor o igual de 7.5%, DM DC: diabetes
mellitus con hemoglobina glucosilada mayor de 7.5%, uM: micromolar.
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Por dltimo los niveles de SOD en individuos aparentemente sanos fueron de
75.55 £ 7.76 % IDP, en los pacientes con control glucémico de 62.27 + 14.53 %
IDP y en aquellos pacientes en descontrol glucémico de 59.33 + 10.53 % IDP,
con diferencias estadisticamente significativas entre los sujetos aparentemente
sanos comparados con aquellos diabéticos (p< 0.001) y sin diferencia entre
individuos diabéticos independientemente de su estado de control (p> 0.05).

(Grafica 12)
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Grafica 12. Niveles de SOD en los diferentes grupos. Resultados mostrados en media
con su desviacién estandar. AS: sujetos aparentemente sanos; DM C: diabetes
mellitus con hemoglobina glucosilada menor o igual de 7.5%, DM DC: diabetes
mellitus con hemoglobina glucosilada mayor de 7.5%.
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DISCUSION

En cuanto a caracteristicas clinicas los pacientes se puede observar que
aquellos con mayores niveles de hemoglobina glucosilada presentaron cifras
tensionales mas altas. Esto puede ser en relacion a que estos Ultimos al
coexistir con comorbilidades como hipertension arterial sistémica también

lleven un mal control en dicha patologia.

Con respecto al perfil lipidico, no se observo diferencias en niveles de
colesterol ni sus variedades de lipoproteinas, sin embargo los niveles de
triglicéridos a pesar de no presentar significancia estadistica si se logra
observar tendencia a mayores niveles, esto puede ser explicado por los
mecanismos fisiopatolégicos que conllevan a mayor produccion de
triacilgliceroles al contar con niveles plasmaticos constantemente elevados en

plasma de glucosa.

No se encontré diferencias estadisticamente significativa en cuanto a
marcadores séricos de respuesta inflamatoria sistémica, ninguno de los
pacientes presentd patologia infecciosa reciente, sin embargo los niveles de
proteina C reactiva y la velocidad de sedimentacion globular fueron
generalmente mayores en aquellos pacientes con altos niveles de hemoglobina

glucosilada.

Los resultados de marcadores de estrés oxidativo fueron heterogéneos en

general, encontrando principales diferencias agrupando a los sistemas
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enzimaticos. El primero de ellos, el 6xido nitrico es considerado como radical
libre, sin embargo con varias funciones biolédgicas, tiene una potente actividad
como vasodilatador a nivel del endotelio vascular, llamando la atencién su
considerable disminucién en los pacientes con diabetes, independientemente
de su grado de control glucémico, aunque algo mas acentuado en aquellos con
mayor descontrol. Esto nos lleva a la posibilidad de relacionarlo con el estado
clinico de cifras tensionales de estos pacientes, pudiendo probablemente
considerar a aquellos con niveles intermedios como probables estados
compensatorios mediante otros mecanismos de vasodilatacion, mientras que
en pacientes mas avanzados presenten un agotamiento de estos y por lo tanto

llevar a comorbilidades vasculares.

Con respecto a los productos avanzados de la glucosilacion, éstos presentaron
una tendencia al aumento conforme existia mayor descontrol glucémico en los
sujetos de estudio. Ya que la hemoglobina glucosilada se puede considerar
como un elemento de éstos es esperable que la estratificacion de grupos lleve
a estos hallazgos, considerando como una forma de control de calidad al
determinar por diversos métodos la presencia de éstos elementos en sangre.
Se han relacionado estos a complicaciones cronicas de la diabetes como
enfermedad renal, resaltando que nuestro grupo de pacientes no presentaban
tasas de filtrado glomerular por debajo de 45 mil/min, por lo que puede
considerarse en un futuro como marcador predictor de desarrollo de

glomerulopatia diabética.
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Los reportes de la literatura sobre estos biomarcadores son en cierta medida
contradictorios, y en este caso no encontramos asociaciones con respecto a
niveles considerados para los médicos de atencién general aceptables mayor o

menor elevacion con marcadores de estrés oxidativo.

Por otro lado los productos de la oxidacion de las proteinas no se encontraron
diferencias significativas. Estos han sido relacionados con complicaciones de
tipo retinopatia, obesidad morbida y presencia de patologia vascular. Sin
embargo en nuestro grupo no existieron diferencias con respecto a peso o
indice de masa corporal en relacion a individuos sanos, ademas, aunque
algunos de nuestros pacientes ya eran portadores de complicaciones a nivel
retiniano es necesario reclutar un mayor numero de individuos con dicha
caracteristica para determinar si con ellos se presenta mayor alteracion en éste

parametro.

La vitamina C es considerado un marcador de capacidad antioxidante. Los
resultados encontrados en nuestro estudio indican que los pacientes con
control glucémico presentan mayores niveles en promedio que aquellos sin
control, sin embargo llama la atencibn que aunque no hay diferencia
significativa entre el grupo de pacientes aparentemente sanos y pacientes
controlados, estos Ultimos presentaban niveles un poco mayores. Ningun
paciente afirm6 haber ingerido suplementos vitaminicos en algin momento de
su enfermedad, sin embargo hay que considerar que tal vez cambios en la
alimentacién u otras fuentes de vitaminas puedan explicar este tipo de

comportamiento en los andlisis de laboratorio.
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Los niveles de glutation se encontraron importantemente disminuidos en
pacientes diabéticos con respecto a individuos sanos, esto nos lleva a pensar
qgue la pura enfermedad puede ser una condicionante de la deplecién en las
reservas de este fuerte antioxidante intracelular. Otros trabajos han publicado
gue en pacientes con dificil control glucémico la administracién de cisteina y
glicina (aminoacidos precursores del glutatién), pueden repletar los niveles de
GSH y con ello permitir un mejor control de dichos pacientes, esto representa

otra linea de investigacion en este ambito.

Por dltimo la SOD parece que se encuentra en menores niveles en pacientes
diabéticos comparados con aquellos individuos sanos. Este dltimo hallazgo
aparentemente no se relaciona con otras publicaciones que sostienen que se
eleva en pacientes con diabetes, sin embargo esta enzima de actividad
antioxidante se ha relacionado mayormente con actividad microangiopatica, en
especial pacientes que tienen nefropatia, y ya que este era un criterio de
exclusion de nuestro estudio, es por ello que se puede explicar este
comportamiento. Previamente se ha reportado que los niveles de hemoglobina
glucosilada no parecen relacionarse con este marcador de estrés oxidativo, lo

gue coincide con nuestro estudio.

Otra de las razones por las que probablemente no se hayan encontrado
diferencias significativas en los reactantes sea porque estos no se han
relacionado con importantes elevaciones a nivel sérico, actividad a nivel local

de diversas estructuras anatdmicas, tales como el endotelio vascular o como
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en oOrganos diana, donde se encuentran las complicaciones crénicas de la
diabetes, por lo que en un futuro podriamos considerar otros medios para la

medicion de dichas especies reactivas de oxigeno.
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CONCLUSIONES

La diabetes mellitus es un estado con alto nivel de estrés oxidativo. No
podemos decir que una sea la causante de la otra, sin embargo si existe una
gran asociacién de dichas entidades, por lo que la presencia de una nos puede
orientar hacia el diagndstico y tratamiento de la otra. Los médicos de primer
nivel de atencion deben de ser capaces de identificar estos grupos de
pacientes, y la implementacion de métodos accesibles para determinar los
principales marcadores deberian poder ser el complemento para poder iniciar

un tratamiento oportuno de asi considerarlo.
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1. Consentimiento informado

Coordinacion de Investigacién en Salud

Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Nefroldgicas
ESTUDIO DEL ESTRES OXIDATIVO EN DIABETES MELLITUS TIPO 2 EN
ADULTOS
Juan Manuel GALLARDO MONTOYA (1), Gilberto Trinidad PLAZA YAMASAKI
(2), Maria Eugenia GALVAN PLATA (2), Patricia VALDEZ CABALLERO (1).
Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Nefrolégicas (1), Servicio de
Medicina Interna (2). Hospital de Especialidades. Centro Médico Nacional
“Siglo XXI”. IMSS.

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN EL
PROTOCOLO DE INVESTIGACION

“ESTUDIO DEL ESTRES OXIDATIVO EN DIABETES MELLITUS TIPO 2 EN
ADULTOS”
Numero de Registro:

A usted se le esta invitando a participar en este estudio de investigacion
médica, antes de decidir si participa o no, debe conocer y comprender cada
uno de los apartados sefialados en esta carta de consentimiento informado.
Usted puede sentirse con la absoluta libertad de preguntar sobre cualquier
aspecto que le ayude a comprender o aclarar sus dudas al respecto.

Justificacion del estudio

La diabetes mellitus tipo 2 es una de las grandes epidemias que de forma
conjunta estan llevando a una crisis aguda en el sector de salud de nuestro
pais. Mas de 12% padecen de diabetes y sus complicaciones.
Desafortunadamente, México es el pais con mas incidencia de diabetes a nivel
mundial, y el segundo en términos de la obesidad. Mas del 20% del
presupuesto del sector de salud se usa para tratar la diabetes y sus
complicaciones. Ademas, la diabetes, facilita las complicaciones como
enfermedades cardiovasculares.

A pesar de que estas enfermedades han sido muy estudiadas, lo que sabemos
es mucho menos de lo que no sabemos. Esto se debe al hecho que son
enfermedades complejas, donde entra un sinfin de factores.

Objetivo del estudio

A usted se le estéa invitando a participar en un estudio de investigacién médica
gue tiene como objetivos entender mejor la diabetes mellitus tipo 2, obteniendo
datos con los que se puede evaluar la importancia relativa de los distintos
factores de complicaciones. Esto permitira realizar una deteccion mas
temprana de las complicaciones de la diabetes y de valorar si el tratamiento
que reciben los pacientes puede mejorarse.
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Procedimientos

Si reune las condiciones para participar en este protocolo y de aceptar
participar en él, se le realizaran las siguientes pruebas y procedimientos:

1. Se le solicitar4 que responda un cuestionario sobre la salud de usted y para
conocer sus antecedentes familiares y personales, asi como una evaluacion
clinica.

2. Se le tomard una muestra de 4-6 (cuatro-seis) mL de sangre de una vena del
antebrazo. Para ello, es necesario que se presente en ayuno de 8 horas, sin
haber ingerido bebidas alcohdlicas 24 horas antes.

3. Su muestra de sangre se usara para medir la concentracién de sustancias
relacionadas con el estrés oxidativo y/o sera almacenado en la Unidad de
Investigacion Médica en Enfermedades Nefrologicas. Los datos seran
codificados de acuerdo al nimero que se le asigne en el estudio. Por ello,
quién tenga acceso a su muestra de sangre, sus resultados o a sus analisis, no
tendra acceso a su nombre.

4. Las muestras de material biolégico obtenidas en este proyecto formaran
parte de un reservorio de muestras bioldgicas que podran ser utilizadas en
proyectos meédicos futuros, incluyendo pero no limitandose a analisis
bioquimicos. De igual manera, la informacion generada de este proyecto podra
ser utilizada para el desarrollo de investigaciones futuras.

Posibles riesgos y molestias

Las molestias o riesgos asociados con los procedimientos de evaluacion clinica
(medicion de peso, talla, cintura, tension arterial, etc.). Se trata de estudios
clinicos no invasivos que no ocasionan dolor, incomodidad o riesgo alguno.
Durante el procedimiento para obtener la muestra de sangre de una vena del
brazo, puede sentir alguna molestia o dolor ligero. En algunas personas se
puede presentar un moretdon de dimensiones variables (hematoma) que
desaparecera en algunos dias.

Posibles beneficios que recibira al participar en el estudio

Este estudio ayudara tener un mejor entendimiento de los factores de riesgo
bioquimicos que estan involucrados con estas enfermedades. En su momento,
esta informacion puede ser usada para respaldar la toma de decisiones tanto al
nivel individual como al nivel del sistema de salud. En lo personal los examenes
de laboratorio son sin costo para usted y los resultados obtenidos seran
proporcionados a usted y seran para que los médicos conozcan mas sobre su
enfermedad asi como poder proporcionarle un mejor manejo.

Informacidn sobre resultados y alternativas de tratamiento

Tanto la informacién correspondiente a usted como a del resto de la
participantes de este estudio seran mantenidas con absoluta confidencialidad,
los resultados que obtengamos seran utilizados para la difusibn de las
conclusiones del estudio, en ningln momento se hara mencién de su persona
ni de la condicion actual de su estado de salud.
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Debido a que el estudio no le proporcionara ningun tipo de medicamentos o de
procedimientos quirdrgicos, no es posible darle alternativas de tratamiento, su
tratamiento sera como su médico le esté atendiendo.

Participacién o retiro

1. Su participacién en este estudio es completamente voluntaria. En caso de
que participe o no, la atencién medica que recibe en esta institucién no se vera
afectad de ninguna manera.

2. Si decide participar en el estudio, y después decidiera abandonarlo, podra
hacerlo en el momento que asi usted lo considere conveniente.

3. No recibird pago alguno por su participacion.

4. Para efectos de este protocolo, ni usted ni su familia tendran que realizar
pago alguno.

5. Durante el curso del desarrollo de este proyecto, usted puede solicitar
informacion actualizada o los resultados de sus muestras.

6. Usted puede acudir en cualquier momento a las comisiones de Investigacion
y Etica del Hospital de Especialidades o de la Coordinacion de Investigacion
Médica en caso de que tenga dudas sobre sus derechos como participante.

Privacidad y confidencialidad

La informacién obtenida de este estudio utilizada para la identificacion de cada
paciente, serd mantenida con estricta confidencialidad por el grupo de
investigadores médicos.

Usted conservara una copia de este documento.

Beneficios al término del estudio

Este estudio ayudara tener un mejor entendimiento de los factores de riesgo
gue estan involucrados con estas enfermedades. En su turno esta informacion
puede ser usada para respaldar la toma de decisiones tanto al nivel individual
como al nivel del sistema de salud. En lo personal los examenes de laboratorio
son sin costo para usted y los resultados obtenidos seran proporcionados a los
médicos que le daran el seguimiento (en el caso de pacientes que captados a
través de Instituciones de Salud) o de manera personal a los participantes.

Personal de contacto para dudas y aclaraciones sobre el estudio

Si tiene preguntas o requiere de mayor informacién sobre este estudio de
investigacion puede comunicarse de 9:00 a 17:00 hrs, de lunes a viernes con la
Dra. Maria Eugenia GALVAN PLATA, que es co-investigador médico de este
estudio, a los teléfonos: (01 55) 5627 6900 ext. 21909 en el Servicio de
Medicina interna del Hospital de Especialidades o con el Dr. Juan Manuel
GALLARDO al teléfono (01 55) 5627 6900 ext. 21371 en la Unidad de
Investigacion en Enfermedades Nefroldgicas ubicada en la planta baja del
Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional “Siglo XXI” del IMSS
localizado en la Av. Cuauhtémoc 330. Col. Doctores. Delegacién Cuauhtémoc,
Ciudad de México. En caso de presentarse una emergencia derivada del
estudio, usted puede dirigirse a su clinica de adscripcién y/o acudir al Centro
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Médico Nacional “Siglo XXI” del IMSS.

Personal de contacto para dudas sobre sus derechos como participante
en un estudio de investigacion

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra
dirigirse a: Comision de Etica de Investigacion de la CNIC del IMSS: Avenida
Cuauhtémoc 330 4° piso Bloque “B” de la Unidad de Congresos, Colonia
Doctores. México, D.F., CP 06720. Teléfono (55) 56 27 69 00 extensién 21230,
Correo electronico: comision.etica@imss.gob.mx.

He leido y comprendo totalmente este documento de autorizacion. Estoy
satisfecho con las explicaciones del médico al contestar a todas mis preguntas.

[ 1 No autoriza que se tome la muestra.
[ ] Siautorizo que se tome la muestra solo para este estudio.
[ ] Siautorizo que se tome la muestra para este estudio y estudios futuros.

EN CONSECUENCIA, DOY MI CONSENTIMIENTO PARA QUE MIS
MUESTRAS SEAN UTILIZADAS PARA ESTE Y FUTUROS ESTUDIOS DE
INVESTIGACION MEDICA, ENTIENDO QUE PUDIENDO REVOCARLO EN
CUALQUIER MOMENTO

Nombre del participante

Firma del participante

Lugar

Fecha

Le he explicado el estudio de investigacion al participante y he contestado
todas sus preguntas. Considero que comprendid la informacion descrita en este
documento y libremente da su consentimiento a participar en este estudio de
investigacion.

Nombre y firma de quien obtiene el consentimiento

Testigo
Nombre

Direccion

Relacion con el participante

Firma
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2. Operativizacion de variables

Variable Definicion Definicion Tipo de | Unidad de
conceptual operacional variable medida
DM2 Diagnéstico GO No DM2 Independien | (mg/dl)
previo de | G1<7.5 te
diabetes G2>75 Categdrica
mellitus
Marcadores de oxidacién y anti oxidacion
Variable Definicion Definicion Tipo de | Unidad de
conceptual operacional variable medida
Oxido nitrico Medicién total. Marcador de | Cuantitativa | (umol/L)
Control de | radicales libres | continua
calidad por
curva de
calibracion
Productos de | Medicion total. Marcador de | Cuantitativa | (nmol/L)
la  oxidacion | Control de | oxidacion de las | continua
tardia de las | calidad por | proteinas
proteinas curva de
(AOPP) calibracion
Productos UAF: Unidades | Marcador de la | Cuantitativa | (umol/L)
avanzados de | arbitrarias de | glucosilacion de | continua
la fluorescencia proteinas y
glucosilacion otras moléculas
de las biologicas
proteinas
(AGES) (UAF)
Tioles (GSH) Medicion total. Marcador de | Cuantitativa | (umol/ml)
Control de | antioxidacion continua
calidad por
curva de
calibracion.
Vitamina C Medicion total. Se utiliza para | Cuantitativa | (umol/ml)
Control de | determinar  la | continua
calidad por | capacidad
curva de | antioxidante del
calibracion suero. Se
determina  en
términos de
acido ascorbico
Superoxido Medicion total. | Actividad Cuantitativa | (U/ml)
dismutasa Control de | enzimatica de | continua
calidad por | una enzima
curva de | antioxidante
calibracion
Variables clinicas y demogréficas
Variable Definicién Definicién Tipo de | Unidad de
conceptual operacional variable medida
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Sexo Sexo Hombre o | Dicotémica
biolégico mujer
Edad Edad Numero  de | Cuantitativa (afos)
cronoldgica anos continua
cumplidos
Estatura Altura en | Cuantitativa (m)
metros continua
Peso Peso en | Cuantitativa (kg)
kilogramos continua
indice de Calculada en | Cuantitativa (Kg/m?)
masa base a la | continua
corporal estatura y el
peso
Presion Fuerza que | Medida en | Cuantitativa (mmHgQ)
arterial ejerce la | milimetros de | continua
sistélica sangre que | mercurio
(PAS) circula contra
las paredes
de las arterias
Presion Fuerza que | Medidas en | Cuantitativa (mmHgQ)
arterial ejerce la | milimetros de | continua
diastdlica sangre que | mercurio
(PAD) circula contra
las paredes
de las arterias
Presion Fuerza que | Calculada Cuantitativa (mmHg)
arterial media | ejerce la | con base en | continua
(PAM) sangre que |las PAS vy
circula contra | PAD en
las paredes | milimetros de
de las arterias | mercurio
Variables bioquimicas generales
Variable Definicién Definicién Tipo de | Unidad de
conceptual operacional variable medida
Urea en | Substancia Medicion Cuantitativa (mg/dl)
suero toxica total. Control | continua
resultante de | de calidad por
la curva de
degradacion | calibracion
de
substancias
nitrogenadas
Creatinina Producto del | Medicion Cuantitativa (mg/dl)
sérica catabolismo total. Control | continua
de las | de calidad por
proteinas curva de
calibracion
Acido  drico | Producto de | Medicién Cuantitativa (mg/dl)
en suero la total. Control | continua
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degradacion
de las
purinas,
puede servir
de marcador
de dafio renal
y también de
antioxidacion

de calidad por
curva de
calibracion

Hemoglobina

Proteina
constitutiva
de los
eritrocitos
utilizada para
evaluar
pérdida de
sangre

Medicién
total. Control
de calidad por
curva de
calibracion

Cuantitativa
continua

(mg/dl)

Colesterol en
suero

Esterol
(lipido)  que
se encuentra
en los tejidos
corporales vy
en el plasma
sanguineo.
En altas
concentracion
es promueve
la formacion
de placas
ateromatosas

Medicién
total. Control
de calidad por
curva de
calibracién

Cuantitativa
continua

(mg/dI)

Triglicéridos
en suero

Un tipo de
lipidos,

formados por
una molécula
de (dliceral,

que tiene
esterificado
sus tres
grupos
hidroxilicos
por tres
acidos
grasos, ya
sean
saturados o
insaturados.

Medicién
total. Control
de calidad por
curva de
calibracion

Cuantitativa
continua

(mg/dl)
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3. Formato de recoleccion de datos
Coordinacion de Investigacion en Salud
Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Nefroldgicas
ESTUDIO DEL ESTRES OXIDATIVO EN DIABETES MELLITUS TIPO 2 EN ADULTOS
ESTUDIO DEL ESTRES OXIDATIVO EN LOS DIFERENTES ESTADIOS DE LA ENFERMEDAD RENAL CRONICA
EN ADULTOS

JM GALLARDO MONTOYA (1), ML VILLELA TORRES (1), GT PLAZA YAMASAKI (2), ME GALVAN PLATA (2), P
VALDEZ CABALLERO (1).

Unidad de Investigacién Médica en Enfermedades Nefrologicas (1), Servicio de Medicina Interna (2). Hospital de
Especialidades. Centro Médico Nacional “Siglo XXI”. IMSS.

Hoja de recoleccion de datos

Cadigo (Proy - No. - Iniciales - muestra)

México DF Fecha (dia/mes/afio)

Nombres

Apellido Paterno

Apellido Materno

No. Teléfono ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

Domicilio (Calle y No. Colonia, Ciudad, Cédigo postal)

No. Seg. Social

Nombre, y firma de quien llena este
formulario
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CODIGO

Datos demograficos

Sexo
[ T 1).Hombre
[ 1T 2). Mujer

Edad (afios cumplidos)

Lugar de Residencia Ocupacion
1). Agricultor Obrero
[ 1 1).Urbana 2). Empleado
[ 1 2).Rural 3). Negocio propio
4). Hogar

Derechohabiente 5). Estudiante

———— ———
[ S p—

Fecha de Nacimiento (dia / mes / afio [ 1 2).Si 6). Jubilado Pens
/ / [ 1 2).No 7). Desempleado
/ / [ 1 3).Nosabe
Nacionalidad Tipo de derechohabiente Estado civil
[ 1 1). Mexicana [ 1 1). Asegurado trabajador [ 1 1).Soltero
[ 12).0tra [ 1 2).Beneficiario [ 1 2).Casado
[ 1 3).Viudo

Lugar de Nacimiento Institucién [ 1 4).Divorciado

[ 1 1).IMSS [ 1 5).Union libre
[ 1T 1).Urbana
[ 1 2).Rural
Socioeconémicos
Escolaridad Ingreso Mensual Familiar Actividad fisica
[ 1 1).Ninguna [ 1 1). Menor de 1000 [ 1 1).Ninguna Sedentario
[ 1 2).Primaria [ 1 2).de1001a 5000 [ 1 2). Muy baja
[ 1 3). Secundaria [ 1 3).de5001 a 10000 [ 1 3).Bajamedia
[ 1 4).Preparatoria [ 1 4).de 10001 a 15000 [ 1 4). Media
[ 1 5). Técnica [ 1 5). mayor de 15001 [ 1 5). Media alta
[ 1 6).Profesional [ 1 6).Alta
[]

7). Posgraduado

Antecedentes heredofamiliares

Sus padres han padecido de
1Si [ 1No 1). Enfermedades cardiacas

[

[ 1Si [ INo 2).Hipertension arterial

[ 1Si [ ]No 3).Diabetes mellitus

[ 1Si [ ]No 4). Enfermedades pulmonares
[ 1Si [ ]No 5). Enfermedades renales

[ 1Si [ INo 6). Tumores o cancer

[ 1Si [ ]No 7). Enfermedades Mentales

[ 1Si [ ]No 8). Enfermedades nerviosas

Sus hermanas (0s) han padecido de

[ 1No 1). Enfermedades cardiacas

] No 2). Hipertension arterial

] No 3). Diabetes mellitus

] No 4). Enfermedades pulmonares
] No 5). Enfermedades renales
]
]
]

(R0

No 6). Tumores o cancer
No 7). Enfermedades Mentales
No 8). Enfermedades nerviosas

— — ——————

]
]
]
]
]
]
]
]

Nnuuuunuuw

[
[
i [
[
[
[
[

Dx. de Ingreso

Dx. de Egreso

Medicamentos en el ultimo mes (Dosis y frecuencia)
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CODIGO

Antecedentes personales

Patologias

[ 1Si [ INo 1).Insufic.Renal

[ 1Si [ 1No 2).Insufic. Cardiaca
[ 1Si [ INo 3).AVasc. Cerebral
[ 1Si [ INo 4).Cardio Isquémico
[ 1Si [ 1No 5). Enf. Pulmonar

[ 1Si [ INo 6). Tumor o Ca.

[ 1Si [ INo 7). Enf. Mentales

[ 1Si [ 1No 8). Enf. Sist. Nervioso
[ 1Si [ INo 9).AltOsteo-Musculares
[ 1Si [ 1No 10). Alt. Visuales

[ 1Si [ 1No 11). Alt. Auditivas

[ 1Si [ 1No 12). Cirugias
Transfusiones

[ 11).si.

[ 12). No

[ 13). Nosabe
Fecha de la dltima:
/ /
mes

dia afio

FUM
/

/

En caso de mujeres:

dia mes
Embarazos
[ 12).si

[ 12).No

Antecedentes personales

Diabetes mellitus
[ 11)Si

[ 12) No

[ 13) Nosabe

Tx de DM

[ 12) Si, sin tratamiento

[ 12 Si, con tratamiento oral y sin
insulina

[ 13) Si, con tratamiento con insulina

Tiempo de evolucion desde el Dx por un
médico:

[ 11). Menos de 2 afios

[ 12).2.1a4.11 afios meses

[ 13).5a09.11

[ 14).10a14.11

[ 15).15a19.11

[ ]16). mas de 20 afios

HTA

[ 11)Si

[ 12) No

[ 13) Nosabe

[ 12) HAS sin control
[ 12) HAS controlada

Tiempo de evolucién desde el Dx por un
médico:

[ 11).—de2 afios

]12).21a4.11

13).5a9.11

14).10a14.11

15).15a19.11

16). + de 20

Hipercolesterolemia
[ 11 Si

[ 12)No

[ 13) Nosabe

[ 12) Si, sin tratamiento
[ 12) Si, con tratamiento
Tiempo de evolucion desde el Dx por un
médico
afos

Sintomas y signos encontrados:
[ 1Si [ ]No 1).Cefalea

[ 1Si[ INo 2).
Palpitaciones
[ 1Si[ INo
[ 1Si[ INo
[ 1Si[ INo
[ 1Si[ ]1No

3). Vision borrosa
4). Disnea

5). Dolor Precord
6). Sin sintomas

[ 1Si [ ]No 1). Bajo peso al
nacimiento

[ 1Si [ ]No 2). Enfermedades
autoinmunes

[ 1Si [ ] No 3). Infecciones

sistémicas

[ 1Si [ INo 4).Infecciones urinarias

[ 1Si [ INo 5).Litiasis renal

[ 1Si [ ]1No 6). Obstruccién de las
vias urinarias bajas

[ 1si [ 1No
nefrotoxicos

7). Farmacos

[ 1S
persistente
[ 1Si]
edad

1 No 1). Proteinuria

] No 1). Obesidad para la
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CODIGO

Exploracion fisica

Temperatura axilar (°C) Estatura (cm)
LI 1] L1000 1]
Frecuencia cardiaca (lat/min) Peso (kg)
LI [ | N
Frecuencia respiratoria (Resp/min) [ ][ | IMC (kg/m2)

] [ 101

P. Arterial Sistélica (mmHg) [ T I M 1

[ 1T I 1 1 Diametro de la cintura (cm)
P. Arterial Diastdlica ((mmHg) [ T I M 1

[ 1T I 1 1 Diametro de la cadera (cm)
P. Arterial Media (mmHg) [ T I M 1

[ | . A . Relacion Cint/Cad [ ][ ]
Presion de pulso (PAS - PAD, mmHg) Porcentaje de grasa

[0 ] [T I

Peso magro seco

Diametro del cuello (cm)

Pesomagro| 1l I 1[I |

Valoracién nutricional segun indice de
masa corporal (IMC):

[ 1Bajo peso (- de 19.8)

[ 1Normopeso (de 19.8 a 26)

[ ]Sobrepeso (de 26.1 a 29)

[ ]1Obeso (+ de 29)

Niveles de presién arterial encontrada al
ingreso.

[0 I 101

Datos de laboratorio
Hemoglobina [ 1 1 1.1 1 1g/dL Bilirrubinaindirecta [ ][ 1 1.1 1 1mg/dL
Hematocrito [ ][ ].[ 1% Transaminasa oxalacética (AST, TGO)
Glucosasérica [ ][ II 1.1 1 1mg/dL [ 1 I 1.1 JulL
Uea [ 1 I[ 1.0 1 1mg/dL Transaminasa piravica (ALT, TGP)
Ac.Urico [ 1 I[ 1.[ Img/dL [ o0 1 1.0 JuL
Creatinina [ ][ 1.[ ]1mg/dL GGT[ II II 1-I 1UlL
Colesterol [ I 1 1.[ ]1mg/dL Deshidrogenasalactical ][ 1[ 1.[ ]JUL
HDL-C [ I II 1-[ ]1mg/dL FosfatasaAlca[ ][ [ 1.[ JUL
LDL-C [ I I 1.0 1mg/dL Fosfatasa Acida[ [ ][ 1.[ JUL
VLDL mg/dL CPK[ I II 1. 1ulL
Triglicéridos [ ][ 1 1.0 ]mg/dL Amilasa [ 1l 1.[ Ju/L
Proteinastotales [ ][ ]I 1.[ ]mg/dL Lipasal [ 1 1.[ JuU/L
Albdmina [ ][ 1[I 1.[ ]mg/dL Sodio[ ][ II 1.[ 1mEg/L
Globulinal I I 1.[ 1mg/dL Potasio[ ][ [ 1-[ 1mEqg/L
Rel. Alb/Glob Cloro[ ][ II 1.1 1mEqglL
Bilirrubinatotal [ ][ 1 1.[ ]mg/dL Calcio[ [ II 1.-[ ]mg/dL
Bilirrubinadirecta [ J[ 1 1[I 1 1mg/dL Fosforo[ ][ 1l 1.[ ]mo/dL
% saturacion transferrina .................. Magnesio[ 1[ I 1.[ ]mg/dL
Ferritina.............ccoooeienis PTH pa/dl
Gasometria (pH/pCO2/HCO3): ........ccuvvneennen. Proteinuria .................

Hematuria ..................
Datos de laboratorio
EGO AOX
Proteinastotales [ ][ I 1.1 1 ]mg/dL Tioles[ [ 1T 1.1 ImM
Albtmina [ ]I 1[I 1.[ 1 Img/dL VitC[ Il 1L 1.0 1 1mg/dL
ProtUrin24h[ 1 11 1.1 1 1mg/dL Ac.Urico [ 1T I 1.1 I 1mg/dL
Creatinina [ I I 1. I Img/dLVolumen[ ][ I [SOD [ I II 1.0 1ul
1.0 I 1mg/dL Vol/min. Catalasa [ J[ I 1.[ 1uI
DepCreat[ ][ 1[ 1.0 1 1mg/dL
Glucosal[ I[ II 1.1 1 1mg/dL Otros
Abimina [ ]I 1[I 1.1 I 1mg/dL
Ac.Urico[ 1T I 1.1 1 1mgldLOsmolaridad] ][ |2 I 1 1.0 1ul
1. I 1mOsm/Kg -6 I IC 1.0 1ul

TNFa[ ][ IT I.[ ]ul
EOx TGFb[ I 1 1.1 11Ul

Endotelinal ][ I 1.[ ]UI
AGEs [ I II 1.1 JUAF PCR [ 1T Il 1.0 Jul
MDA [ I I 1.[ ]uMm E-CAM-1IC [ I Il 1.0 1ul
NOx [ II Il 1.1 1uM VCAM-1 [ L I 1.[ ul
AOPP [ I Il 1.[ JuM BNP [ T I 1.0 11Ul
H202 [ 1T X 1.1 JuMm Troponina[ ][ I 1.0 1ng/mL
Carbonilos [ ][ 1 1.[ JluM
DC [ IT I 1. I JumiL

-74 -




	Portada
	Contenido
	Resumen
	Introducción
	Objetivo   Tipo de Estudio
	Material y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Referencias Bibliográficas
	Anexos

