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RESUMEN

Estudio observacional analitico transversal que establece la correlacion existente entre
la medicion indirecta de productos finales de glicacion avanzada (AGEs) y el perfil
metabdlico de pacientes con diabetes mellitus tipo 2 mediante una técnica de
fotoluminiscencia.

Se realiz6 con la participacion de cincuenta y tres (53) pacientes divididos en tres grupos,
de acuerdo a su condicién de salud: pacientes no diabéticos (grupo A), pacientes con
diabetes mellitus tipo 2 (grupo B), pacientes diabéticos en tratamiento de hemodialisis
(grupo C).

Los pacientes fueron entrevistados para la toma de medidas antropométricas y
antecedentes, consignando dichos datos en una ficha clinica. Posteriormente, fueron
sometidos a toma de una muestra sanguinea para llevar a cabo el analisis quimico,
mediante la obtencidn de variables de control metabdlico, y el analisis fisico realizado en
la parte de la muestra derivada al laboratorio de espectrofotometria de la Universidad de
El Salvador. Con los datos obtenidos se llevé a cabo el analisis estadistico de las
variables.

La determinacién de AGEs por espectroscopia de fluorescencia en suero demostro ser
sensible y guardar relacion con la intensidad de fotoluminiscencia y la longitud de onda
de los espectros emitidos. Los pacientes del grupo B reflejaron menor intensidad de
fotoluminiscencia que el grupo A, probablemente a consecuencia del fendmeno de
quenching. Por otra parte, las longitudes de onda permitieron establecer una correlacién
de significancia estadistica con el estado clinico de los pacientes. Asimismo, se encontré
asociacion entre longitud de onda y criterios de control metabdlico aplicados a los

pacientes diabéticos.
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CAPITULO 1. GENERALIDADES

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La incidencia de la diabetes mellitus, especialmente la diabetes mellitus tipo 2, va en
aumento a un nivel alarmante. Para el 2010, cerca de 285 millones de personas en el
mundo padecian diabetes mellitus (6.6% en el grupo de 20 a 79 afios). Las proyecciones
para los proximos veinte afos prevén un incremento de cerca del 50% si no se aplican
programas preventivos. Esto equivale a casi 438 millones de personas afectadas, lo que
indica que el 7.8% de la poblacion adulta tendra diabetes."

La hiperglicemia en la diabetes mellitus es considerada la principal causa de
complicaciones crénicas (enfermedad cardiovascular, retinopatia, nefropatia, neuropatia
y amputacion de miembros inferiores). Sus efectos deletéreos son atribuibles, entre otras
cosas, a la formacion de sustancias derivadas de azucares, llamadas productos finales

de glicacién avanzada (AGEs).
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Figura 1. Formacién de productos finales de glicacién avanzada. Fuente: Elsevier Limited, 2003.

Los AGEs (Figura 1) se forman a una velocidad constante, acumuldndose con el tiempo.

Sin embargo, su formacién se acelera notablemente en la diabetes debido al estado



hiperglicémico. Los AGEs son un grupo heterogéneo de moléculas formadas a partir de
la reaccién no enzimatica de azucares reductores (que poseen su grupo carbonilo
intacto) con grupos amino libres de proteinas, lipidos y acidos nucleicos. El producto
inicial de esta reaccion se denomina base de Schiff, que se transforma espontaneamente
a si misma en un producto de Amadori, como es el caso de la hemoglobina glicosilada
(HbA1¢).

La hiperglicemia prolongada, dislipidemia y el estrés oxidativo en la diabetes mellitus dan
como resultado el aumento de la produccién y la acumulacién de AGEs en el rifién y
otros 6rganos. Estas modificaciones influyen significativamente en la estructura y funcién
de las principales proteinas clave (que desempefian un rol fundamental en la funcién
celular), agregacién plaquetaria y metabolismo de lipoproteinas. Ademas, la activacién
de los receptores de AGEs, solos 0 en combinacién con otros ligandos, es capaz de
promover el dafio renal, la fibrosis y la inflamacion.?

Los AGEs son atrapados por receptores celulares especificos que, en condiciones
normales, promueven su degradacidon; sin embargo, en condiciones de extrema
abundancia llevan a la formacién de citoquinas en cantidad excesiva, tales como factor
de crecimiento transformador (TGF1), factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF) y factor de crecimiento insulinoide (IGF) que promueve la producciéon de
colagena, laminina y fibronectina.?

El dafio asociado a la acumulacién de AGEs ha hecho de éstos un campo de estudio de
gran amplitud que va presentando resultados de gran importancia para diversas areas
de la salud, no limitdndose a una sola enfermedad. En el pais, se ha iniciado el desarrollo
de la técnica de espectroscopia de fluorescencia para detectar AGEs de forma indirecta,
midiendo la intensidad de fotoluminiscencia, y dentro de las condiciones de salud se ha
aplicado a pacientes con diabetes.*

Al conocerse la evolucidon natural de esta enfermedad, la identificacion oportuna de
aquellos pacientes con mayor riesgo de desarrollar complicaciones crénicas y una
intervencion oportuna es de vital importancia. A nivel especializado, se utilizan criterios
de control metabdlico para detectar estos factores. En la espectroscopia se tiene una

probable herramienta para brindar datos a este respecto, lo cual se desea estudiar en



pacientes que reflejen diversas etapas de una misma enfermedad, siendo en este caso
el tema de investigacion la diabetes mellitus tipo 2 y una de sus principales
complicaciones, como lo es la enfermedad renal.

Por lo tanto, el presente trabajo busca dar respuesta a la siguiente pregunta de
investigacion: ;Existe una correlacion entre la intensidad de emision de AGEs
determinada por espectroscopia de fluorescencia del suero y el perfil metabolico en

pacientes con diabetes mellitus tipo 27?



1.2. JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

La diabetes mellitus es causa importante de morbimortalidad en Latinoamérica, donde
se estima que aproximadamente 15 millones de personas la padecen.* Ha habido, en
efecto, un aumento de la prevalencia de la diabetes mellitus en los ultimos afios y se
espera un incremento aun mayor.

En Estados Unidos, el estudio NHANES (National Health and Nutrition Examination
Survey) reportd que el 9.3% de las personas padecen diabetes mellitus.® Para afios mas
recientes, utilizando los criterios de HbA+. se reporté una prevalencia de 9.6% en
adultos.® En Latinoamérica diferentes prevalencias han sido reportadas variando entre
1.7% y 12.7%, dependiendo de la poblacion estudiada.’

Cerca de un 90% o mas de las personas con diabetes mellitus son del tipo 2.8 Las
personas con diabetes mellitus tipo 2 pueden llegar a tener una probabilidad de morir
tres a cuatro veces mayor que aquellas de la misma edad que no la padecen.®

En El Salvador, la diabetes mellitus se considera un problema de salud publica por su
magnitud, tendencia progresiva al aumento de la morbimortalidad y su trascendencia
debido a la alta tasa de discapacidad que genera.

Segun un estudio realizado en nuestro pais en 2004 por Caceres Agreda et al.°, que
analiz6 simultaneamente una muestra representativa de la poblacién urbana a nivel
nacional e incluyd las catorce cabeceras departamentales de El Salvador, la prevalencia
de diabetes mellitus fue de 9.7%, lo cual refleja que esta enfermedad tiene un impacto
significativo en la poblacion estudiada. Una cuarta parte de los diabéticos encontrados
en el estudio no sabian que padecian de diabetes. Cifras similares y acordes han sido
encontradas en otros paises Latinoamericanos.'®"!

Segun encuestas realizadas por la Asociacion Salvadorefia de Diabéticos (ASADI), en el
pais existen alrededor de 800,000 salvadorefios diabéticos, con una prevalencia del
9.69% localizada en San Salvador, 12.5% en San Vicente y 13.3% en San Francisco
Gotera.

Por otra parte, la diabetes mellitus cobra gran importancia como factor causal de
enfermedad renal cronica (ERC), pues se asocia en 43% a 50%, mientras la hipertensién
arterial se implica como causa en un 20% a 30% de los casos. Ambas enfermedades

con una tendencia creciente, principalmente en paises en vias de desarrollo. En



Norteamérica, la nefropatia diabética constituye la causa mas importante de insuficiencia
renal.

La ERC se considera un serio problema de salud publica global, con la caracteristica de
una creciente incidencia y prevalencia en general, asi como en los pacientes en
tratamiento sustitutivo de la funcién renal (TSFR), dialisis y trasplante renal. Estos se
asocian a discapacidad, mortalidad prematura, disminucion de la calidad de vida y a un
elevado y creciente costo de los servicios de salud.'®

En El Salvador, el Ministerio de Salud reporté en el afio 2009 que, para el ambito
hospitalario, la insuficiencia renal cronica (IRC) constituy6 la primera causa de muerte en
adultos; en tanto que a nivel poblacional, ocupé el quinto lugar de la mortalidad en los
adultos (hombres y mujeres) y el segundo lugar para el sexo masculino.

Por otra parte, algunas investigaciones, entre ellas el Estudio Nefrolempa (2009), han
reportado que la ERC es atribuible en muchos casos a diabetes mellitus y a hipertension
arterial, aunque para un 54.7% de casos la causa es desconocida.'

Analizando el conjunto de estos datos, es evidente la necesidad de llevar a cabo acciones
que permitan disminuir el mayor impacto econémico y social que la diabetes mellitus esta
teniendo a nivel mundial'® y que continuara afectando a nuestro pais y a Latinoamérica
en los préximos afios. Ademas de un control adecuado de la enfermedad, se hacen
necesarias estrategias de deteccion temprana y programas de prevenciéon de diabetes
mellitus.

El desconocimiento de padecer la enfermedad y el consecuente retraso en el diagndstico
de diabetes puede estar asociado a un mayor riesgo de complicaciones crénicas. Es ahi
donde radica la importancia de desarrollar estrategias de diagndstico temprano y de
tamizaje para predecir la posible aparicion de complicaciones,'® asi como programas de
prevencion de diabetes mellitus.

El presente estudio se concentra en la deteccion indirecta de AGEs por un método
innovador y factible de espectroscopia de fotoluminiscencia, tanto en pacientes sanos
como en pacientes con diabetes mellitus, con el fin de profundizar en la utilidad de éste
como estrategia de deteccién temprana del riesgo de complicaciones crénicas,

enfocados en el dafio renal por diabetes mellitus tipo 2.



Se ha comprobado en diversos estudios la asociacién directa entre la presencia de AGEs
y la patogénesis de la nefropatia diabética.'®"°

A la fecha, dicha enfermedad no tiene una prueba de tamizaje en el sistema pese a su
alta prevalencia. Desde ese punto de vista la prevencion es secundaria y se realiza
principalmente cuando el paciente ha sido diagnosticado mediante pruebas de funcion
renal con métodos que presentan diferentes grados de complejidad y mayor o menor
sensibilidad cuando se les compara con la depuracion de inulina (Gold Standard),
realizable unicamente bajo condiciones de laboratorio. Otras estrategias comunmente
usadas en la practica son la busqueda de microalbuminuria o proteinuria de 24 horas
para establecer dafo endotelial; todas estas constituyen pruebas que necesitan de la
infraestructura de un laboratorio clinico, personal técnico y adquisicion de reactivos,
ademas del compromiso del paciente para la recoleccion de orina, asi como la realizacion
del examen en el lugar de obtencidén de la muestra. Se requiere de la toma de muestras
sangre o de orina y no supone riesgo para el paciente.

Basandose en la factibilidad de un sistema espectroscdpico simple y barato, que no
comprometa la eficacia, el dispositivo de espectroscopia, desde el punto de vista tedrico-
fisico, es completamente posible. Dicho equipo es portatil, no dependiente de operador
y sOlo requiere de una centrifugacién previa para el anélisis directo de suero mediante
espectroscopia de fluorescencia. Si bien es cierto, requiere de la extraccién de una
muestra de sangre y centrifuga, sin embargo prescinde de los reactivos quimicos y no
es estrictamente necesario el contar con personal especializado para procesar la
muestra.

El equipo médico investigador pretende usar este dispositivo en forma asincrdnica (sin
analisis inmediato), convencido y respaldado por no representar ningun peligro para el
paciente, con la posibilidad de brindar los resultados de la prueba en forma inmediata,
para garantizar el seguimiento e intervencion en el paciente.

Con el fin de realizar un estudio con la aplicacién de este método se desarrolla esta
investigacion de forma conjunta al equipo investigador experto en el area de

espectroscopia, dirigido por el Dr. Carlos Rudamas, de la Universidad de El Salvador.



1.3.

OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Objetivo General

Demostrar la correlacion existente entre la intensidad de fotoluminiscencia de productos

finales de glicacion avanzada en suero con el perfil metabdlico en pacientes con diabetes

mellitus tipo 2.

Objetivos Especificos

Determinar de forma indirecta la presencia de productos finales de glicacion
avanzada en el suero de pacientes no diabéticos, en pacientes con diabetes
mellitus tipo 2 y en pacientes diabéticos con dafio renal mediante la técnica de
fotoluminiscencia.

Caracterizar las diferencias de los espectros de productos finales de glicacion
avanzada mostrados en personas no diabéticas, en personas con diabetes
mellitus tipo 2 y en pacientes diabéticos con dafio renal.

Analizar los valores individuales de laboratorio (glicemia, perfil lipidico,
hemoglobina glicosilada, creatinina sérica y depuracion de creatinina) vy
correlacionarlos con las mediciones indirectas de AGEs.

Analizar los valores individuales de laboratorio (glicemia, perfil lipidico,
hemoglobina glicosilada, creatinina sérica y depuracién de creatinina) y asociarlos
con el control metabdlico.

Analizar la posibilidad de desarrollar y aplicar un método innovador y factible
basado en técnicas de espectroscopia de fluorescencia para la deteccion indirecta
de AGEs.



1.4. HIPOTESIS

Hipotesis de trabajo
Hi
Existe una relacion directa entre la medicién de la intensidad de emision de AGEs por

espectroscopia de fluorescencia con el dafio renal en el paciente diabético.

H2
Existe una relacion directa entre la medicién de la intensidad de emision de AGEs por

espectroscopia de fluorescencia con un mal control metabdlico.

Hipotesis nula

Ho

No existen diferencias en la intensidad de emision de AGEs entre los diferentes grupos
de pacientes estudiados (pacientes no diabéticos, pacientes con diabetes mellitus tipo 2

y pacientes diabéticos con enfermedad renal).

Ho

No existe relacién entre la intensidad de emisidon de AGEs con un mal control metabdlico.



CAPITULO 2. MARCO TEORICO

2.1. INTRODUCCION

Diversos procesos patogénicos estan involucrados en el desarrollo de diabetes mellitus.
Estos abarcan desde la destruccion autoinmune de células p del pancreas (con la
consecuente deficiencia de insulina) hasta anormalidades en el metabolismo de
azucares, grasa y proteinas, resultantes de la resistencia a la accién de la insulina en
sus érganos blanco.

Los sintomas de una marcada hiperglicemia incluyen poliuria, polidipsia, alteraciones del
peso corporal y, a veces, polifagia y vision borrosa. A largo plazo, las complicaciones
incluyen retinopatia con pérdida potencial de la visién, nefropatia que conduce a la
insuficiencia renal, neuropatia periférica con riesgo de Uulceras en los pies y
amputaciones, entre otras.?°

Entre los posibles mecanismos por los cuales la hiperglicemia crénica produce dafio en
los tejidos se encuentran la glicacion de las proteinas y otras macromoléculas tisulares
(lipidos, acidos nucleicos) y el exceso de produccién de compuestos de poliol a partir de
la glucosa. Los pacientes con diabetes mellitus tienen una mayor incidencia de
ateroesclerosis cardiovascular y enfermedad cerebrovascular. Otras afecciones que se
encuentra en pacientes con diabetes mellitus son hipertension arterial y alteraciones del
metabolismo de las lipoproteinas.

Vale la pena resaltar el hecho de que a una enfermedad multisistémica como es la
diabetes mellitus se le suman progresivamente los no menos generalizados dafos de la
insuficiencia renal cronica (IRC). Los programas de dialisis cada vez estan mas nutridos
con estos pacientes, multiplicandose ademas las complicaciones cardiovasculares,
circulatorias periféricas, riesgos de sepsis, secuelas psicolégicas, entre otros. Sin duda,
esto constituye una situacién muy dificil para el enfermo, su familia, el equipo de salud y
la sociedad en general, tanto desde el punto de vista humano, como cientifico, asistencial
y econdémico.

La prevencién de la nefropatia diabética es importante porque su profilaxis y adecuado

tratamiento reduce la mortalidad precoz, asi como la progresion de las complicaciones



tardias de la diabetes mellitus. Los pacientes diabéticos con insuficiencia renal presentan
una mortalidad 50% mayor que los pacientes no diabéticos.?’

Ademas, numerosos estudios indican que el resultado de una intervencién oportuna
puede ser mas eficaz cuanto mas precoces sean el diagndstico y el momento de su
instauracion.?’

Enla actualidad, la diabetes mellitus es una de las principales causas de morbimortalidad
en muchos paises de América. Constituye un grave problema de salud publica y de alto
costo, que aqueja a muchos sin distinguir edades o niveles socioecondmicos. La pobreza
perjudica al enfermo, sobre todo en estos paises, porque disminuyen las probabilidades
de obtener un diagnéstico acertado e influye en la aplicacion de un diagndstico
apropiado, asi como en el riesgo de que surjan complicaciones mas graves.??

Este trabajo busca aportar un avance en el desarrollo de la espectroscopia de
fluorescencia como estrategia precisa para la deteccion precoz del riesgo que los
pacientes con diabetes mellitus tipo 2 tienen de presentar dafio renal como posible
complicacién asociada a los procesos de glicacion avanzada. Esto se busca realizar
mediante la lectura del suero de pacientes diabéticos y no diabéticos con un aparato de
espectroscopia de fluorescencia desarrollado en la Universidad de EI Salvador por

expertos en el area de la fisica.
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2.2. CONTROL METABOLICO EN DIABETES MELLITUS

La diabetes mellitus (DM) constituye una alteracion metabdlica que se caracteriza por
hiperglicemia y complicaciones microvasculares y cardiovasculares que incrementan
sustancialmente la morbimortalidad asociada y reducen la calidad de vida®®. La
prevalencia de este trastorno se ve incrementada debido a cambios de habitos
alimenticios y de estilo de vida, cambios en los criterios diagndsticos, envejecimiento de
la poblacion vy, finalmente, un verdadero aumento de la incidencia.?*

La incidencia de las complicaciones micro y macrovasculares se ve disminuida con el
control metabdlico adecuado en estos pacientes,?® pero el control metabdlico con
frecuencia suele ser deficiente, aunque variable, y suele no darse la medicacion
necesaria para el control de los factores de riesgo cardiovascular asociados?*.

La American Diabetes Association (ADA) establece como criterios de control metabdlico
adecuado en pacientes con diabetes mellitus los siguientes: glicemia basal <110 mg/dl,
glicemia postprandial 130-180 mg/dl, hemoglobina glicosilada <7%, presién arterial
sistolica/diastdlica <130/<80, colesterol total <185 mg/dl, colesterol HDL >40 mg/dl en
hombres y >50 mg/dl en mujeres, colesterol LDL <100 mg/dl, triglicéridos <150 mg/dl, no
fumary realizar ejercicio fisico de tipo aerébico al menos 150 minutos/semana. Para fines
de esta investigacion se han considerado los criterios de glicemia basal, HbA1c, presién

arterial sistolica/diastolica, triglicéridos y colesterol total, HDL y LDL.

2.3. PRODUCTOS FINALES DE GLICACION AVANZADA

Los productos finales de glicacion avanzada (AGEs) son una clase heterogénea de
moléculas que se producen a lo largo de la vida pero se incrementan en el estado de
hiperglicemia de la diabetes mellitus. Estos productos son considerados importantes
mediadores patogénicos de las complicaciones diabéticas y son capaces de modificar
de manera irreversible las propiedades quimicas y funcionales de las diversas
estructuras bioldgicas. A través de la generacion de radicales libres, la formaciéon de
enlaces cruzados con proteinas o interacciones con receptores celulares, los AGEs
promueven, respectivamente, el estrés oxidativo, cambios morfofuncionales y aumento

de la expresion de mediadores inflamatorios.2®

Formacién de AGEs
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Los AGEs estan compuestos por una gran variedad de sustancias que se forman a partir
de reacciones amino-carbonilo de naturaleza no enzimatica entre azucares reductores y
proteinas, acidos nucleicos o aminofosfolipidos. Aunque algunos de los mecanismos que
conducen a la formacién de AGEs permanecen aun desconocidos, la quimica de estas

complejas reacciones puede ilustrarse como se muestra en el esquema.?’ Figura 2.
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Figura 2. Vias de formacién de glucosa y AGEs incorporando la via de los polioles y la formacion de AGEs
por el a—oxoaldehido glioxal, metilglioxal y 3-DG.3-DG, 3-deoxiglicosona; MGO, metilglioxal;, CML, N-¢-
carboximetil lisina; CEL, N-¢ (carboxietil) lisina; DOLD, dimero de deoxiglicasona lisina; MOLD, dimero de
metil glioxal lisina; GOLD, dimero de glioxal-lisina. Fuente: R. Singh et al.. Advanced glycation end
products: A review.

La reaccién de Maillard comienza con la reaccién de un carbonilo (aldehido o cetona) de
un azucar reductor para formar una base de Schiff reversible con un grupo amino de una
biomolécula, por ejemplo, el aminoacido lisina. La base de Schiff puede sufrir rearreglos
intramoleculares para formar un producto de Amadori, el cual luego sufre una serie de
rearreglos, deshidratacion y condensacién para formar un producto final irreversible.

Algunos pueden formar entrecruzamientos estables inter e intramoleculares.?®

Metabolismo de AGEs
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Generalmente, el proceso metabdlico de produccién de AGEs se basa en el equilibrio de
dos procesos opuestos: 1. La formaciéon enddgena y la captacion de AGEs exdgeno
(alimentos fritos, rostizados o asados a la parrilla, hamburguesas, quesos procesados,
galletas, cerveza, bebidas cola y otros); 2. La degradacion y la eliminacién de AGES por
los sistemas especializados (sistemas de enzimas mencionados adelante).?°

La formacion de AGES se produce lentamente, en condiciones fisioldgicas, y afecta
principalmente a moléculas de larga vida media, como el colageno, que ejerce una
funcion importante en el proceso de envejecimiento.°

En condiciones de hiperglicemia o estrés oxidativo, la formacion de AGEs aumenta
considerablemente.3' Las personas con diabetes mellitus tienen concentraciones séricas
de AGEs significativamente mas alto que los sujetos no-diabéticos. La evaluacién de la
hemoglobina glicosilada (HbA 1), variante de la hemoglobina que transporta un producto
de Amadori en su cadena f, refleja la aparicion de hiperglicemia en los ultimos tres
meses, e indirectamente, la glicacion avanzada.3?

El cuerpo tiene mecanismos de defensa contra la acumulacion de AGEs. Los sistemas
de enzimas como la oxaldehido reductasa y la aldosa reductasa son capaces de influir
en el pool enddgeno de los AGEs y en la desintoxicacién eficiente de los intermedios
dicarbonilicos reactivos. Los sistemas enzimaticos glioxilasa | y Il, fructosamina-3-
quinasa y oxidasa fructosamina (amadoriasa) también son responsables de la
interrupcién de las reacciones de glicacion en diferentes etapas. Sin embargo, en
condiciones de exceso de AGEs, como la diabetes mellitus, hiperlipidemia, insuficiencia
renal y en los individuos que consumen una dieta con alto contenido de AGEs, estos

sistemas pueden no ser suficientes.?®

Mecanismo de Accidén de AGEs

Los AGEs pueden dafar las células por tres mecanismos basicos. El primero es la
modificacion de las estructuras intracelulares, incluyendo aquellas que participan en la
transcripcién génica. El segundo mecanismo es mediante la modificacion de la
sefializacién de las moléculas de la matriz extracelular (glicadas) y la célula, causando
disfuncién. El tercer mecanismo se refiere a la modificacion de proteinas o lipidos en la

sangre. Las proteinas y los lipidos circulantes modificados por los AGEs a continuacion,
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pueden unirse a receptores especificos, causando la produccién de citoquinas
inflamatorias y factores de crecimiento, que a su vez contribuyen a la patologia vascular
de la diabetes mellitus.®

Por lo tanto, la eficiencia de remocion de AGEs depende, en ultima instancia, de la
eficacia de la depuracion renal. La disfuncion renal que se presenta en pacientes con
nefropatia resulta de la ineficiente remocion de AGEs circulantes y contribuye
considerablemente a las altas concentraciones de AGEs sérico y tisular encontrados en

estos individuos.3*

2.4. ROL DE AGEs EN COMPLICACIONES CRONICAS DE LA
DIABETES MELLITUS TIPO 2

Los AGEs se consideran importantes mediadores patogénicos de las complicaciones de
la diabetes mellitus, convencionalmente clasificadas en micro y macroangiopatias.

La microangiopatia diabética es un término general usado para describir los cambios
funcionales de lechos microvasculares en los que las células del endotelio son
progresivamente dafiadas por la hiperglicemia, lo que resulta en la oclusién capilar,
isquemia e insuficiencia organica.

El término macroangiopatia se refiere a las complicaciones cardiovasculares,
enfermedades que constituyen la principal causa de morbimortalidad en pacientes con

diabetes mellitus tipo 2.

AGEs y Microangiopatia Diabética

Las células que se ven particularmente afectadas por la hiperglicemia son: las células
endoteliales de los capilares de la retina, las células mesangiales de los glomérulos
renales, las neuronas y las células de Schwann en los nervios periféricos. Esto se debe
a la incapacidad de estas células de regular el transporte de glucosa al medio interno,
siendo susceptibles a las altas concentraciones de glucosa durante los estados de
hiperglicemia. Estas altas concentraciones intracelulares de glucosa, a su vez, estimulan
vias bioquimicas responsables de los cambios fisiopatolégicos de la diabetes mellitus,

es decir, la via de los polioles o via de la hexosamina.®®
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Nefropatia Diabética

La insuficiencia renal es una de las complicaciones crénicas mas graves de la diabetes
mellitus. En etapas avanzadas, esta complicacién genera costos directos e indirectos
muy altos tanto para el paciente como para los sistemas nacionales de salud. Ocurre con
mayor frecuencia en pacientes con diabetes mellitus tipo 1, aunque el numero de casos
es mayor en personas con diabetes mellitus tipo 2 por la diferencia proporcional de este
tipo de diabetes.

También se ha encontrado que el riesgo de nefropatia diabética se incrementa con el
tiempo de evolucion, en pacientes con descontrol metabdlico cronico, con antecedentes
familiares de nefropatia diabética o de hipertensién arterial, antecedentes personales de
retinopatia diabética, dislipidemia, infeccidn urinaria recurrente e hipertensién arterial.
En afos recientes se ha demostrado la eficacia del control glicémico sobre la incidencia
y progresion de la nefropatia diabética. Asimismo, se ha comprobado la importancia del
control de la presidn arterial sobre el desarrollo de esta complicacién y en la reduccién
de la mortalidad cardiovascular.

En etapas iniciales la nefropatia diabética se caracteriza por hiperfiltraciéon glomerular y
aumento persistente en la excrecién urinaria de albumina (EUA) en pequefias cantidades
(microalbuminuria), en determinaciones consecutivas. Si no se interviene, la excrecion
de albumina aumenta en cantidad, para convertirse en proteinuria franca; la velocidad de
filtracion glomerular se normaliza y comienza a descender, al mismo tiempo que se
incrementa la presion arterial.

En etapas avanzadas la excrecion de proteinas puede normalizarse o disminuir; hay
descenso progresivo de la filtracion glomerular, retencién de azoados (creatinina y urea),
y aparecen los sintomas y signos de insuficiencia renal terminal.3¢

El estudio de la historia natural de la nefropatia diabética ha demostrado que en la
mayoria de los casos hay un periodo de varios afios en los que es posible modificar la
evolucion del dafio renal y reducir la incidencia de nefropatia diabética. Por tal motivo, la
deteccion y el manejo de la nefropatia diabética incipiente a través de la medicién de
microalbuminuria forma parte de las guias clinicas para el manejo actual en personas

con diabetes mellitus tipo 1 y tipo 2.
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e Patogenia de la Nefropatia Diabética

La Figura 3 muestra una tipica asa capilar de un glomérulo renal en tres fases: normal,
hiperfiltracion/microalbuminuria y macroalbuminuria/insuficiencia renal.®’

Capilar normal: Figura 3-A. La célula mesangial, entre los capilares del asa glomerular,
es en realidad una célula muscular lisa modificada. En efecto, cuando ésta se contrae
mediante angiotensina-ll actuando en receptores ATj, tracciona la lamina densa y la
lamina rara interna de la membrana basal, reduciendo asi el diametro del capilar, con lo
que la resistencia intrarrenal aumenta, y la presion hidrostatica disminuye, reduciendo la
filtracion glomerular.3* Una segunda funcion de la célula mesangial es sintetizar la matriz
mesangial, compuesta de colageno-1V. Esta matriz es empujada entremedio de las
laminas rara interna y externa, formando y renovando la lamina densa de la membrana
basal glomerular. Finalmente, la célula mesangial degrada la matriz y la lamina densa

envejecidas.>®

Figura 3. Asa glomerular renal en 3 etapas: normal, hiperfiltracidbn-microalbuminuria y macroalbuminuria-
insuficiencia renal. (A) Normal: ef, endotelio fenestrado; Ire, lamina rara externa; Id, lamina densa; Iri,
lamina rara interna; cm, célula mesangial, mm, matriz mesangial. (B) Hiperfiltracion-microalbuminuria:
Después de afios de hiperglicemia, el vaso capilar glomerular se dilata, debido tanto a la relajacién de la
célula mesangial, como a la vasoconstriccion de la arteria eferente. Simultaneamente, la membrana basal
se hace mas permeable a la albimina. (C) Macroalbuminuria-insuficiencia renal: Después de décadas de
hiperglicemia, la suma de la hipertrofia del citosuero de la célula mesangial, mas la acumulacion de matriz
mesangial, llevan a la “expansion mesangial”. El resultado es el progresivo estrangulamiento capilar que,
si no se detiene a tiempo, lleva a la insuficiencia renal. Fuente: Olmos P et al.: Fisiopatologia de la
retinopatia y nefropatia diabéticas.

Fase de hiperfiltracion/microalbuminuria: Figura 3-B. En condiciones de

hiperglicemia, disminuye la contractiidad de la célula mesangial, debido a la
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depolimerizacién por glicosilacion de las fibras de F-actina.*® El aumento consiguiente
del diametro capilar se suma a la vasoconstriccion (dependiente de angiotensina-Il) de
la arteriola eferente, resultando en hipertensién capilar intraglomerular, la que no sélo
explica la hiperfiltracion que se ve frecuentemente en los primeros afios de diabetes, sino
que también produce dafio mecanico directo en el glomérulo y un aumento de la
permeabilidad de la membrana basal.*®

En este contexto, en los afios recientes se ha acumulado una sdélida base de
investigacion en los mecanismos de microalbuminuria, es decir, en la excrecidn urinaria
de albumina entre 30 y 299 mg/24 h. Se ha usado a la microalbuminuria como un
marcador de nefropatia diabética precoz desde que fue descrita en 1964 por Keen y
Viberti.*

En la misma Figura 3-B ya ha comenzado la acumulacién de matriz mesangial y lamina
densa (ambos compuestos de colageno-IV). A pesar de esto, la permeabilidad capilar no
s6lo no disminuye sino que aumenta debido a la suma de la alta presién hidrostatica ya
mencionada, mas la glicosilacion no enzimatica del colageno-IV.** Como resultado,
comienza la microalbuminuria. Hasta este momento, se considera que el dafio glomerular
es reversible, siempre y cuando se corrijan tanto la hiperglicemia como la hipertensién
arterial (si es que esta presente).

Fase de macroalbuminuria/insuficiencia renal: Si se permite que la hiperglicemia
persista por afios, entonces, como se ve en la Figura 3-C, la célula mesangial expande
su citosuero mucho mas de lo que cabria esperar so6lo por la disminucion en la
contractilidad mencionada arriba.

También la matriz mesangial y la lamina densa se acumulan aun mas. Tomados en su
conjunto, estos cambios constituyen la “expansion mesangial’, que primero elevan la
albuminuria por sobre los 300 mg/24 h (macroalbuminuria), y pasando muchas veces por
una etapa de sindrome nefrético, llevan al estrangulamiento capilar y finalmente a la
insuficiencia renal. La expansion mesangial se considera como el sello caracteristico de
la nefropatia diabética avanzada.

La acumulacion de AGEs implica en si misma la posibilidad de encontrar un estrés

metabodlico acumulativo, un defecto en la eliminacion o una glicacion no enzimatica,
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donde algunos factores parecen favorecer la acumulacién tisular, tal y como se ha
documentado en valores elevados para LDL vy triglicéridos.*'

La acumulacién de AGEs en los tejidos ha demostrado tener una correlacién con eventos
cardiovasculares mediante diversos mecanismos, dentro de los que se encuentran el
estrés oxidativo, la inflamacion y la disfuncién endotelial. Los niveles elevados de AGEs
medidos por autofluorescencia han demostrado, de igual forma, ser un factor de riesgo
independiente.*?> Se ha observado asociacion directa entre niveles elevados y muertes
por causa coronaria de diabéticos, ademas de demostrar la sobrecarga metabolica y la

asociacion con dislipidemias.*®

2.5. CONCEPTOS BASICOS DE ESPECTROSCOPIA DE
FLUORESCENCIA ASOCIADOS AL ESTUDIO

Eltérmino espectroscopia atafie a la observacion y el estudio del espectro o registro que
se tiene de una especie (una molécula, unién o un atomo) cuando es excitada poralguna
fuente de energia que sea apropiada para el caso.

Durante los ultimos veinticinco afios ha habido un crecimiento notable en el uso y
aplicacion de la fluorescencia en muchas disciplinas. Las ciencias biofisicas y
biotecnologia no han sido la excepcién. El principio aplicado en esta investigacion se
basa en los conceptos de espectroscopia y fluorescencia como se desarrollaran a

continuacion.

Fluorescenciay Espectroscopia de Fluorescencia

La luminiscencia es la emision de luz de cualquier sustancia y se produce a partir de
estados electronicos excitados. Dependiendo de la naturaleza del estado excitado, la
luminiscencia se divide formalmente en dos categorias: fluorescencia y fosforescencia.
La espectroscopia de fluorescencia o fotoluminiscencia es un tipo de espectroscopia
electromagnética que analiza la fluorescencia de una muestra. Se trata de utilizar un haz
de luz, por lo general luz ultravioleta (UV), que excita los electrones de las moléculas de
ciertos compuestos y provoca que emitan luz de una menor energia.**

El mecanismo de fluorescencia, base del método de espectroscopia éptica aplicado en

esta investigacion, se produce en sustancias que, en su estado basal, son capaces de
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absorber energia y, posteriormente, emitir parte de ésta en forma de radiacién
electromagnética de una longitud de onda (expresada en nanémetros, nm) diferente.

El mecanismo implica tres pasos secuenciales: absorcidn, disipacion no radiativa y
emision. En estado basal, la molécula absorbe un total de energia; al llegar a su estado
excitado, la molécula pierde parte de la energia (disipacion no radiativa) y produce a
continuacion la emision de luz.

Este proceso es a menudo ilustrado con el diagrama de Jablonski (Figura 4). La energia
total emitida en forma de luz es siempre menor a la energia total absorbida y la diferencia
entre ambas es disipada en forma de calor. En la mayoria de los casos la longitud de
onda a la que emite es mayor (eje horizontal), presentandose dentro del espectro visible

de luz, de donde radica el término de espectroscopia dptica.
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Figura 4. Diagrama de Jablonski ilustrando el proceso de creacién de un estado electronico excitado por
absorcién y la subsecuente emision de fluorescencia. El plano horizontal corresponde a la longitud de
onda, que aumenta hacia la derecha. Fuente: Internet.

Las sustancias que son capaces de emitir luz al ser excitadas por diferentes tipos de
radiacion se denominan fluoroforos. Es posible obtener una amplia variedad de colores
(espectro visible) por fluorescencia, dependiendo de la longitud de onda a la que emita

el compuesto fluorescente. Figura 5.
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Su actividad es detectada por un instrumento denominado espectrofotometro, que hace
que la luz emitida pase por una hendidura estrecha y a través de un lente. De esta
manera, se mide la cantidad de luz que es emitida por dicha muestra por medio de una
fibra optica comunicada a un dispositivo que procesa la muestra y se conecta a una

computadora, permitiendo graficar el espectro.

Quenching y Shift de Stoke

Las sustancias con propiedades de fluorescencia pueden sufrir alteraciones explicables
con el fenémeno de quenching. El término quenching fluorescente o desactivacion
fluorescente hace referencia a cualquier proceso que produzca una disminucién en la
intensidad de la fluorescencia emitida por una determinada sustancia. Una gran variedad
de procesos pueden provocar una desactivacion fluorescente, tales como reacciones en
estado excitado, transferencia de energia, formacién de complejos con otras moléculas
y quenching por colisiones moleculares.

Por otra parte, la fluorescencia de las sustancias puede también presentar cambios en
la emision. Dicho fendmeno se conoce con el término de shift de Stoke, definido como la
diferencia en nanémetros (para longitud de onda) entre las posiciones de los maximos
de la banda de los espectros de emision de la misma transicion electronica.** Puede
presentarse en una molécula al encontrarse condicionada por diversos factores en su

entorno, tales como temperatura, pH y otros. Dicho fendmeno puede estar asociado a
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los cambios observados en este estudio, descritos hacia el final del documento. Figura

6.
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Figura 6. Shift de Stoke; nm: nanémetros. Fuente: J Lakowicz: Principles of fluorescence Spectroscopy.

El desarrollo de la investigacion ha tenido un avance enorme en el transcurso de los
ultimos afos. Ademas, las concentraciones de AGEs han sido reportadas con

exactitud.*® La determinacion de esta emision representa especificamente el cambio

observado en los espectros. Figura 7.
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Figura 7. Emision obtenida de la piel de personas que tienen diabetes mellitus y/o insuficiencia renal. *°
Se comparan las emisiones de pacientes con patologias asociadas a altas concentraciones de glucosa,
comparados con personas que tienen niveles de glucosa normal. DM: diabetes mellitus, HD: hemodialisis.
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CAPITULO 3. METODOLOGIA

3.1. TIPO DE ESTUDIO

Estudio observacional analitico transversal que evaluo6 la intensidad de emision de AGEs
detectables por espectroscopia de fluorescencia en el suero de pacientes no diabéticos

(grupo A), diabéticos tipo 2 (grupo B) y diabéticos en dialisis (grupo C).

3.2. UNIVERSO Y MUESTRA

Cincuenta y tres (53) voluntarios enrolados mediante su asentimiento al consentimiento
informado fueron divididos en tres grupos, de acuerdo a su condicién de salud:

o Grupo A: Pacientes no diabéticos (grupo control)

o Grupo B: Pacientes diabéticos tipo 2

o Grupo C: Pacientes diabéticos nefrépatas en tratamiento de hemodialisis
La recoleccion de muestras y datos de cada grupo estuvo condicionada por la
disponibilidad de examenes y los permisos del comité de ética de cada institucion.
En el caso de los grupos A y B, los pacientes fueron sometidos a una prueba de sangre
con al menos 12 horas de ayuno para la evaluacién de quimicas sanguineas (glucosa,
hemoglobina glicosilada, perfil lipidico y creatinina). Ademas de esto, se realizé con ellos
una entrevista estructurada para el registro de las variables a estudiar.
Todas las muestras del grupo C fueron derivadas de las jornadas masivas de
hemodialisis del Hospital Médico-Quirurgico del Instituto Salvadorefio del Seguro Social
(ISSS), con el previo consentimiento de los pacientes involucrados.
Cada muestra sanguinea se obtuvo de la fosa antecubital y, por conveniencia, de
cualquiera de las tres venas presentes (cubital, cefalica o mediana) para ser
centrifugadas en el lugar de la toma en centrifuga Scientific modelo 800D a 2500 RPM
durante 4 minutos.
Posteriormente, se extrajo el suero en 2 tubos rotulados e independientes para el
transporte: una primera alicuota para el analisis en equipo automatizado COBAS C501
HITACHIy una segunda alicuota para el analisis por fotoluminiscencia con el dispositivo

de espectroscopia.
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3.3. CRITERIOS DE INCLUSION

Pacientes que reunieron las siguientes condiciones:

Adulto (mayor de 18 afios de edad).

Diagnosticado con diabetes mellitus tipo 2 sin importar el tiempo de evolucion

(grupos By C).

Paciente adulto no diabético, no renal (grupo A)

Participar en forma voluntaria, firmando la hoja de consentimiento.

3.4. CRITERIOS DE EXCLUSION

No se incluyo en el estudio a los pacientes:
o Que no desearan voluntariamente participar.

Fueran menor de 18 afios.

Presentaran diagnostico de diabetes mellitus tipo 1.

Fumadores.

Hayan tenido cualquier complicacion cardiovascular o amputacion.

Mujeres embarazadas.
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3.5. DEFINICION DE VARIABLES

altura

Variable Definicion Conceptual Indicador Medicion
Sexo Caracteristica netamente | Sexo Femenino
fisica que tiene un resultado | consignado en el | Masculino
en una de dos categorias: | expediente
hombre o mujer clinico
Edad Medida temporal transcurrida | Afios de vida Afos
desde el nacimiento de un
paciente hasta la entrega de la
muestra para el estudio
Tiempo de Medida temporal desde el | Tiempo en Meses
evolucion de diagnéstico de  diabetes | meses
diabetes mellitus hasta el momento de
mellitus la entrevista clinica
Indice de Indice del peso de una | Peso (Kg)/ Desnutricion <18.5
masa corporal persona en relacion con su | talla (m)? Normal: 18.5-24.9

Sobrepeso 25-
29.9
Obesidad >30

Presion arterial

Presién ejercida sobre una
pulgada cuadrada de vaso
sanguineo

Milimetros de
mercurio
(tensiémetro)

Normal:
120/80mmHg
Pre hipertensién:
120-139/80-89
mmHg
Hipertension
estadio 1:
140-159/90-99
mmHg
Hipertension
estadio

2: >160/>100
mmHg

Indice cintura-

Indice de medida entre el

Centimetros

Hombres: <1.0

en suero al ser excitados por
un espectro de 300-420 nm

captado
(unidades
arbitrarias)

cadera perimetro de cintura y el | (cinta métrica) Mujeres: <0.88
perimetro de caderas
Nivel Productos finales de glicacién | Area bajo la Unidades
plasmatico de avanzada medidos por la | curva resultante arbitrarias (AU)
AGEs intensidad de luminiscencia | del espectro
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Glucosa en
sangre

Concentracién de glucosa en
sangre con al menos 12 horas
de ayuno sin suspender el
consumo habitual de
carbohidratos

Miligramos por
decilitro

Hipoglicemia: <60
mg/ml
Normal:
mg/dL
Glucosa anormal
en ayunas: 100-

60-99

125 mg/dL
Hiperglicemia:
>126 mg/dL
Hemoglobina Nivel promedio de glucosa en | Porcentaje de 5-6%:
glicosilada sangre en los tres meses | hemoglobina 80-120mg/dL
(HbA+c) previos a la prueba unida a Aic en 6-7%:

suero

120-150mg/dL
7-8%:
150-180mg/dL
8-9%:

180-210 mg/dL
9-10%:
210-240 mg/dL
10-11%:
240-270 mg/dL
11-12%:
270-300mg/dL
12-13%:
300-330 mg/dL

Colesterol total

Concentracién en sangre del
conjunto de colesterol HDL y
LDL

Miligramos por
decilitro

Colesterol total
Deseable: <200
mg/dL

Limite superior:
200-239 mg/dL
Alto: 2240 mg/dL
Colesterol LDL
Optimo: <100
mg/dL

Cercano a optimo:
100-139 mg/dL
Limite superior:
130-159 mg/dL
Alto: 160-189
mg/dL

Muy alto: 2190
mg/dL
Colesterol HDL
Bajo: <40 mg/dL
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Alto: 260 mg/dL

Triglicéridos

Concentracién en sangre de
triglicéridos

Miligramos por
decilitro

Normal: <150
mg/dL

Limite superior:
150-199 mg/dL
Alto: 200-499
mg/dL

Muy alto: 2500
mg/dL

Creatinina en Contenido  sanguineo de | Miligramos por Mujeres:
sangre creatinina decilitro 0.5-0.9 mg/dL
Hombres:
0.6-1.2 mg/dL
Control Criterios tomados de la | Buen control Glicemia basal:
metabdlico Asociacion  Americana de | metabolico <110 mg/dl
Diabetes y otras sociedades HbA1c: <7%
cientificas?®?* en base a los | Mal control PAS/PAD:
examenes realizados en el [ metabdlico <140/80 mmHg
estudio. Colesterol total:
<185 mmHg
Colesterol HDL:
Mujeres: >50
mg/dl
Hombres: >40
mg/dl
Colesterol LDL:
<100 mg/dl
Triglicéridos: <150
mg/dI
Depuracion de Medicién indirecta de la tasa | Mililitros por 290 ml/min sin
creatinina de filtrado glomerular, | minuto riesgo: 0

realizada mediante la férmula
de Cockroft-Gault.

FGR
140 — edad (afios) x peso (K g)
~ " Creatinina (mg/dl) x 72
Para mujer multiplicar por 0.85

Para el estudio se determina
con una sola medicion y sin
tener en cuenta datos de
microalbuminuria.

290 ml/min con
riesgo: Estadio 1
60-89 ml/min:
Estadio 2

30-59 ml/min:
Estadio 3

15-29 ml/min:
Estadio 4

<15 ml/min o
dialisis: Estadio 5
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3.6. METODO DE RECOLECCION DE DATOS

El trabajo de campo dio inicio con la autorizacién previa del Comité de Tesis de la
Facultad de Medicina de la Universidad Dr. José Matias Delgado.
Se obtuvo el consentimiento informado de 19 pacientes del servicio de dialisis del
Hospital Médico Quirurgico del ISSS (grupo C). Debido al proceso tardio y engorroso del
comité local, la autorizacién para la entrevista de dichos pacientes nunca fue girada, por
lo que se realiz6 el estudio so6lo con las muestras de suero.
Los participantes correspondientes al grupo de pacientes no diabéticos y diabéticos
ambulatorios (grupos A y B) fueron entrevistados y evaluados segun ficha clinica y
sometidos a la toma de muestra sanguinea, previa autorizacion mediante consentimiento
informado.
Las muestras sanguineas fueron recolectadas de los pacientes de cada grupo. Una
muestra sanguinea de aproximadamente 3 ml fue tomada por venopunciéon mediante
vacutainer en vena cefélica, mediana o cubital, segun conveniencia. Se aplicaron las
precauciones y reglas universales de bioseguridad con respecto al manejo de liquidos
biolégicos y material infeccioso segun las normas universales de bioseguridad.*® La
muestra fue centrifugada a 2500 revoluciones por 4 minutos y el suero resultante fue
dividido en dos alicuotas.
Una primera alicuota se analiz6 en equipo automatizado Cobas C501 HITACHI para la
analitica de quimicas sanguineas.
Una segunda alicuota fue destinada al anélisis por dispositivo de espectroscopia operado
y disefiado por Lic. Ricardo Canjura, perteneciente al equipo del laboratorio de
espectroscopia de la Universidad de El Salvador, dirigido por el Dr. Carlos Rudamas,
PhD.
La técnica de espectroscopia dptica requiri6 como equipo a utilizar:

o Fibra éptica: Diametro de 400 micras, rango de 300-1100 nm, transmisién del 83%

en el rango de 350-900 nm.
o Espectrografo: USD4000, resolucion de 10 nm, rango de 200-1100 nm, angulo
blaze de 500 nm; para recoleccion de emision de luz en forma analoga y su

transformacion digital como espectro.
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« Fuente de excitacion: Lampara de mercurio (banda de excitacion de 300 a 400
nm) con un maximo de 365 nm.
o Filtro pasa banda y paso alto: Delimitaran el espectro de excitacién para la
coleccion de la fotoluminiscencia.
o Lentes
« Computadora
o Software Espectra suite
El equipo para la medicion de fluorescencia en la muestra de suero es un acople de
diversos instrumentos. En primer lugar, un arreglo de filtros que delimita el area de
excitacion en la muestra, un dispositivo que restrinje la luz de fondo del ambiente donde

se realizaron las mediciones y lentes para enfocar el haz de excitacion.

L1 F L2

<
[

Figura 8. Esquema de montaje experimental de fotoluminiscencia. L1y L2: Lentes; F: Filtro; M: Muestra.

La metodologia para la toma consistid en excitar la muestra en cubeta a 365 nm,
ocurriendo una emisiéon de AGEs en una banda de 420-600 (con correccidn por corriente

oscura para cada muestra). Posteriormente se procedié a colectar la fotoluminiscencia.
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3.7. ANALISIS Y PROCESAMIENTO DE DATOS

Cada uno de los pacientes contd con una ficha. Los datos alli consignados fueron
vertidos en matrices de Microsoft Excel y posteriormente importados al programa
GraphPad Prism.

Las comparaciones entre grupos se hicieron mediante X?, ANOVA, prueba T, test de
Kruskal-Wallis, test de Mann Whitney U y pruebas de comparacion multiple.

Para la busqueda de asociacion se realizaron tablas de contingencia y correlacion de

Spearman.
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3.8. CONSIDERACIONES ETICAS

El presente trabajo se realizo bajo las directrices de las buenas practicas de
investigacion.

Considerando de suma importancia respetar la integridad moral de los pacientes, se les
explicéd detalladamente lo que se pretendia realizar con la investigacidon y se les dieron a
conocer los resultados de la investigacion. Por este motivo, se pidié su aceptacion a
través de un documento de consentimiento en el cual brindaron su autorizacion para la
extraccion de muestra sangre.

El presente estudio contd con la aprobacion del Comité de Tesis de la Universidad Dr.

José Matias Delgado.

Hoja explicativa del procedimiento para el paciente:

Mediante el presente estudio se desea explicar la importancia del control adecuado de
la diabetes mellitus. Hay muchas complicaciones graves que puede causar esta
enfermedad con el paso de los afios y esto se acelera cuando no tenemos un buen
control de la glucosa, si hay obesidad, si hay colesterol y triglicéridos altos, si no
realizamos ejercicio y sino se toma la medicina segun lo indica su médico.

En este estudio deseamos pedirle su colaboracion para que una persona experta
extraiga aproximadamente 3 mililitros de sangre para realizar una serie de exdmenes de
quimica sanguinea importantes. Con éstos vamos a obtener una serie de datos que
indican que mantener un estado de glucosa elevado en sangre ocasiona la acumulacion
de otras sustancias que dafian muchos 6rganos.

De esta manera, queremos estudiar si hay un dafio de los rifiones mediante un método
llamado espectroscopia optica.

Los datos que sean obtenidos seran confidenciales. Porlo tanto, pedimos su autorizacion
completando la hoja de consentimiento informado y le pedimos que en cualquier
momento que usted no se encuentre de acuerdo con esta investigacion nos lo haga saber
inmediatamente.

Muchas Gracias.
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CAPITULO 4. ANALISIS DE RESULTADOS

4.1. RESULTADOS

Un total de 53 pacientes pertenecientes a tres diferentes grupos fueron enrolados en el
presente estudio; el grupo A (17 pacientes no diabéticos), derivados de unidades de
atencion ambulatoria; grupo B (17 pacientes diabéticos) procedentes de las mismas
unidades y grupo C (19 pacientes diabéticos con dafo renal — IRC estadio 5)
pertenecientes al programa de hemodialisis del Instituto Salvadorefio del Seguro Social
(ISSS).

Para el analisis estadistico de cada una de las variables estudiadas se realizo el test
exploratorio de normalidad D’Agostino-Pearson, con lo que se establecid su tratamiento
estadistico (paramétrico o no paramétrico).

Para el anélisis de la variable edad se realiz6 el test de ANOVA con post-test de Tukey,
no mostrando diferencias estadisticamente significativas entre los grupos, p=0.079. Con
respecto a la variable sexo se aplicd el test de Chi cuadrado, observando diferencias

estadisticamente significativas entre grupos, p<0.001. Tabla 1.
Tabla 1. Caracteristicas demogréaficas de pacientes

Variable No diabéticos Diabéticos Renales P
Edad (x £ SD) 46.18 + 20.51 57.59 = 8.25 44.58 + 15.64 0.035
Sexo n (%) <0.001
Femenino 10 (58.8%) 14 (82.4%) 3(15.8%)
Masculino 7 (41.2%) 3(17.6%) 16 (84.21%)

53 pacientes con edades comprendidas entre 24 y 87 afios.

Las caracteristicas clinicas de los pacientes (Tabla 2) se obtuvieron unicamente para los
grupos Ay B. Las variables de indice de masa corporal (IMC), tension arterial sistélica
(TAS) y tension arterial diastdlica (TAD) se analizaron mediante la prueba T, obteniendo
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos para las tres variables.

Para la variable indice cintura/cadera (indice C/C) se realiz6 el analisis mediante el test
de Mann-Whitney U, que no reflejo diferencias estadisticamente significativas entre

grupos.
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Algunas variables influyentes con una tendencia a la diferencia entre ambos grupos
fueron: presencia dislipidemia en 11.8% vs. 35.3% en los pacientes diabéticos, asi como
la presentacién de cardiopatia en un 0% vs. 11.8% e hipertensién 35.3% vs. 52.9%. En
relacion a los pacientes sin antecedentes médicos se obtuvo una diferencia

estadisticamente significativa entre los grupos (Chi cuadrado), p=0.007.

Tabla 2. Caracteristicas clinicas de pacientes

Variable No diabéticos Diabéticos P
IMC (x £ SD) 2543 +4.18 31.60 +4.72 <0.001
TAS (x £ SD) 1159 £ 11.21 127.6 £ 6.64 0.001
TAD (x £ SD) 69.41 +£7.48 82.35 £ 10.33 <0.001
indice C/C Md (P25/P75) 0.89 (0.85/0.96) 0.89 (0.86/0.89) 0.566
Medicamentos utilizados n (%)
Antihipertensivos 5(29.4%) 12 (70.6%)
Estatinas 1(5.9%) 1(5.9%)
Antecendentes médicos n (%)
Dislipidemia 2 (11.8%) 6 (35.3%)
Cardiopatia 0 2 (11.8%)
Hipertension arterial 6 (35.3%) 9 (52.9%)
Ninguno 7 (41.2%) 0 0.007

Las variables de IMC, TAS y TAD recibieron tratamiento estadistico paramétrico, por lo que se expresan
en términos de media aritmética (x) y desviacion standard (SD). Para la variable de indice cintura/cadera,
por no presentar una distribucion normal, se expresa mediana (Md) y rangos intercuartilicos 25% y 75%.
Para las variables nominales de mayor relevancia se obtuvo la frecuencia (n) y porcentaje.

Con relacion a los datos de los pacientes diabéticos (no en hemodialisis), se tiene un
promedio de 88.76 meses de enfermedad desde el diagndstico. En cuanto a los
medicamentos utilizados, de los 17 pacientes en tratamiento 2 refieren manejo con dieta
y ejercicio, 1 paciente esta siendo manejado con una sulfonilurea, 7 estan tratados solo
con biguanidas, 4 reciben tratamiento con biguanida y sulfonilurea, 1 paciente recibe
tratamiento con insulina y sulfonilurea, y 2 reciben combinacion de biguanida, sulfonilurea
e insulina. El numero de pacientes administrando cada tipo de medicamentos

(combinado o no) se resume en la Tabla 3.
Tabla 3. Caracteristicas de pacientes diabéticos

Variable (x £ SD) n (%)
Tiempo de enfermedad (meses) 88.76 + 54 .4
Medicamentos utilizados
Biguanidas 12 (70.6%)
Sulfonilureas 9 (52.9%)
Insulina 3 (7.6%)
Ninguno 2(11.8%)
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El estudio de fotoluminiscencia del suero de la totalidad de los pacientes fue realizado
con la colaboracion del equipo del Dr. Carlos Rudamas en el laboratorio de
espectroscopia, excitando las muestras individualmente dispuestas en cubetas con una
longitud de onda de 365 nm para observar emisién de AGEs en la banda entre 420 nm
y 600 nm (luz visible) para la recoleccién de fotoluminisencia.

Grafica 1. Promedio de la medicion indirecta de AGEs por grupo

] No diabéticos
Diabéticos

Renales

Intensidad de PL (UA)
|

T T T 2 :
500 550 600 650 700
Longitud de onda (nm)

T
400 450

Intensidad de PL: Intensidad de fotoluminiscencia (proporcional al area bajo la curva), UA: unidades
arbitrarias, nm: nanémetros. Grupo A: No diabéticos, grupo B: diabéticos, grupo C: Renales.

Al realizar la medicién indirecta de AGEs, promediando los resultados por grupo, se
obtuvieron las curvas que se muestran en la Gréfica 1. En base a esto, es posible
observar en nuestras muestras un maximo relativo u hombro (puntas de flecha), de
relevancia para nuestro estudio, mas evidente para el grupo de pacientes renales.
Asimismo, se observa un maximo absoluto que varia para cada grupo de pacientes
(flechas), tanto en la intensidad de fotoluminiscencia (eje Y) como en la longitud de onda
(eje X).

Obsérvense, a continuacion, las curvas obtenidas para los pacientes de cada grupo. Se
observa una morfologia de onda caracteristica de la condicion clinica. Para los grupos A

y C se han graficado algunos de los espectros a una misma escala para facilitar su
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comparacion. En las Grafica 2 y Gréafica 3 es posible observar el maximo absoluto
descrito anteriormente para las curvas promedio.

Grafica 2. Espectros de pacientes no diabéticos (Grupo A)
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Grafica 3. Espectros de pacientes diabéticos en hemodialisis (Grupo C)
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Los espectros de pacientes diabéticos (grupo B) se graficaron utilizando una diferente
escala para poder visualizar la morfologia de las curvas, correspondiendo a una menor
intensidad de emision que los otros grupos de pacientes (debajo de 1000 UA). Es posible

distinguir un maximo absoluto y mas de un maximo relativo a diferentes longitudes de
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onda. Para este estudio se consideraron mas relevantes el maximo absoluto y el maximo
relativo ubicado en la franja entre 425y 475 nm (sombreado celeste). Gréfica 4.

Grafica 4. Espectros de pacientes diabéticos (Grupo B)
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El analisis de la intensidad de fotoluminiscencia para el maximo absoluto de cada grupo
se realizo mediante el test de ANOVA y test de comparacion multiple de Dunn en
términos de area bajo la curva (standard de publicacién en fotoluminiscencia) resultando
estadisticamente significativas con una p <0.001 y los post-test con diferencia entre todos
los grupos. Grafica 5.

Grafica 5. Comparacién de area bajo la curva
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Por otro lado, a la variable de longitud de onda acorde al maximo absoluto, se le aplic

el test de ANOVA, obteniendo p <0.001, con post-test de Tukey, que refleja diferencias

estadisticamente significativas entre todos los grupos. Gréfica 6.

Grafica 6. Comparacion de longitudes de onda para maximo absoluto
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En relacion a la intensidad de fotoluminiscencia a una longitud de onda de 440 nm, se

realizd la comparacién aplicando el test de ANOVA con post-test de Tukey, obteniendo

significancia estadistica con p <0.001 con diferencias entre los grupos Avs. C y B vs. C.

Las pruebas de laboratorio fueron realizadas por equipo automatizado. En los casos de

los grupos A y B en laboratorio particular y en el caso del grupo C en laboratorio clinico

institucional del Hospital Médico-Quirurgico (ISSS). Los resultados se resumen en la

Tabla 4.

Tabla 4. Datos de laboratorio

Variable

No diabéticos

Diabéticos

Renales

Glucosa en ayunas (mg/dl)

Md (P25/P75)

Hemoglobina glicosilada (%)

Md (P25/P75)

Triglicéridos (mg/dl)

Md (P25/P75)

Colesterol total (mg/dl)

x+SD

Colesterol HDL (mg/dl)

x+SD

Colesterol LDL (mg/dl)

Md (P25/P75)

Colesterol VLDL (mg/dl)

90 (71.5/99)
4.5 (4.2/4.85)
95 (74/129.5)
189.8 + 30.02
59.41 + 14.59
125.0

(108.5/167)
19.00 (15/26)

126 (107.5/160)
6.3 (5.9/7.5)
131 (123/204)
250 +77.2
77.41 £ 31.82
108.0

(90.5/124)
26.00 (24.5/41)

89 (75/101)

129 (86/179)

135.7 £ 26.35

81.50
(70.75/110.5)
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Md (P25/P75)

Creatinina (mg/dl) 0.9 (0.7/0.95) 0.7 (0.7/0.85) 13.7 (10.6/15.6)
Md (P25/P75)

Depuracion de creatinina (ml/min) 98.10 * 35.81 106.6 + 33.48 -
x+SD

Las variables de colesterol total, colesterol HDL y depuracién de creatinina describieron una distribucion
Gaussiana, por lo que se expresa media aritmética (x) y desviacion standard (SD). Las variables restantes
recibieron tratamiento estadistico no paramétrico, expresando mediana (Md) y rangos intercuartilicos 25%
y 75%. La HbA 1¢, colesterol HDL, colesterol VLDL y depuracion de creatinina de pacientes del grupo C
(pacientes diabéticos en hemodiélisis) no fueron facilitados por el laboratorio.

Las tendencias en los valores quimicos son inherentes al padecimiento de cada grupo
de pacientes. Los valores de glucosa, creatinina, triglicéridos y colesterol LDL se
analizaron mediante el test de Kruskal-Wallis, con post-test de Dunn, mostrando en todas
las variables diferencias estadisticamente significativas con p<0.001, p<0.001, p=0.031
y p=0.001, respectivamente. Los post-tests mostraron las siguientes diferencias entre
grupos: glucosa A vs. B y B vs. C, creatinina A vs. C y B vs. C, triglicéridos A vs. B y

colesterol LDL A vs. C. Figura 9.
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Figura 9. Pruebas de laboratorio analizadas por test de Kruskal-Wallis y post-test de Dunn.
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Las comparaciones entre los grupos A y B de valores de HbA1. y el colesterol VLDL
fueron realizadas mediante el test de Mann-Whitney U mostrando diferencias

estadisticamente significativas con p <0.0001 y p=0.0026, respectivamente. Figura 10.
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Figura 10. Pruebas de laboratorio analizadas por test de Mann-Whitney U.

La variable de colesterol total se analiz6 con test de ANOVA y post-test de Tukey,

mostrando diferencias estadisticamente significativas entre todos los grupos con
p<0.0001. Figura 11.
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Figura 11. Prueba de laboratorio analizada por test de ANOVA y post-test de Tukey.
Las variables paramétricas colesterol HDL y depuracidn de creatinina fueron expuestas
a la prueba T, p=0.0453 y p=0.4801, respectivamente. En cuanto a los resultados de

depuracion de creatinina se muestra que no hay diferencias estadisticamente

significativas. Figura 12.
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Figura 12. Pruebas de laboratorio analizadas por prueba T.

Se realizd una correlacion de Spearman entre cada variable analizada y el area bajo la

curva. Tabla 5.

Tabla 5. Correlacion entre variables y area bajo la curva

Variable R P
Creatinina sérica 0.842 <0.001*
Estadio de ERC 0.610 <0.001*
indice C/C 0.224 0.272
Tiempo de diagnostico DM 0.078 0.822
Peso 0.052 0.802
Triglicéridos 0.036 0.831
Colesterio VLDL 0.017 0.934
Colesterol HDL -0.084 0.683
Depuracion de creatinina -0.096 0.641
Edad -0.154 0.355
IMC -0.198 0.333
Colesterol LDL -0.303 0.111
TAS -0.385 0.052
Glucosa -0.443 0.005*
HbA ¢ -0.470 0.015*
TAD -0.526 0.006*
Colesterol total -0.584 <0.001*

* Estadisticamente significativa. Las variables se han ordenado en orden descendente con respecto al
valor de r. Los valores de r entre 0 y 1 reflejan una correlacion directamente proporcional. Los valores entre

0y -1 reflejan una correlacién inversamente proporcional.

Debe considerarse especialmente el valor de r, que expresa el grado de asociacion entre

variables (entre mas cercano a uno mayor grado de relacion) y el sentido de la relacién

de estas en términos de aumento o disminucién (positiva o directa cuando al aumentar
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una variable aumenta la otra; negativa o inversa cuando al crecer una variable, la otra
decrece). La correlacidn es nula cuando no existe ninguna relacion y la nube de puntos
esta distribuida al azar.

Las variables creatinina sérica y estadio de enfermedad renal cronica (ERC) presentaron
una correlacién con area bajo la curva de significancia estadistica. Asi ocurre con las
variables de HbA+c, glucosa en ayunas, TAD y colesterol total, las cuales presentan
correlaciones inversamente proporcionales, a diferencia de las correlaciones creatinina
vs. area bajo la curva y estadio ERC vs. area bajo la curva.

De la misma forma, se realizd una correlacién de Spearman para cada variable con la

longitud de onda en el maximo absoluto. Tabla 6.
Tabla 6. Correlacion entre variables y longitud de onda

Variable R P
Colesterol total 0.523 0.002*
Glucosa 0.308 0.077
Tiempo de diagnéstico DM 0.123 0.753
Colesterol LDL 0.067 0.751
indice cintura-cadera 0.038 0.866
Edad -0.102 0.567
Triglicéridos -0.159 0.369
Depuracion de creatinina -0.174 0.439
Peso -0.253 0.255
Colesterol VLDL -0.333 0.131
TAS -0.480 0.024*
IMC -0.553 0.008*
Creatinina -0.559 <0.001*
Colesterol HDL -0.597 0.003*
HbA ¢ -0.606 0.003*
TAD -0.655 < 0.001*

Estadio de enfermedad renal -0.703 < 0.001*
* Estadisticamente significativa. Variables ordenadas en orden descendente con respecto al valor de r.

La variable de colesterol total presentdé una correlacion estadisticamente significativa con
longitud de onda. Lo mismo se observa para las variables de estadio de ERC, TAD,
HbA1c, colesterol HDL, creatinina sérica, IMC y TAS, pero con una correlacién negativa,
a diferencia de la primera. El orden en que se han mencionado las ultimas corresponde

a la intensidad de la correlacion (a menor r mayor intensidad). Figura 13.
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Figura 13. Correlaciones estadisticamente significativas con longitud de onda para maximo absoluto.



Para determinar la asociacion entre los exdamenes de laboratorio de los pacientes con un
buen o un mal control metabdlico se realiz6 el test de Chi cuadrado, el cual demostré
asociaciones estadisticamente significativas para colesterol total, glucosa (ambas
p<0.001)y TAD, p=0.015. Figura 14.
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Figura 14. Clasificacion de pacientes segun criterios de control metabdlico por grupo. Se aplicaron los
criterios de la Asociacién Americana de Diabetes a cada paciente: glicemia basal <110 mg/dl; HbA 1c <7%;
PAS/PAD <140/80 mmHg; colesterol total <185 mmHg; colesterol HDL mujeres >50 mg/dl, hombres >40
mg/dl; colesterol LDL <100 mg/dl; triglicéridos <150 mg/dl.
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4.2. DISCUSION

El papel de los productos finales de glicaciéon avanzada (AGEs) en el desarrollo de
complicaciones cronicas de la diabetes ha sido bien estudiado. Su deteccion o medicion
podria poner en alerta tanto a médicos como a pacientes para la instauracion de medidas
agresivas para su control.

Se propone un método de fotoluminiscencia para la deteccion de AGEs por su emisién
en el suero de pacientes asignados a tres grupos que representan diferentes estadios
de la enfermedad segun su evolucién natural (no diabéticos, diabéticos, diabéticos con
daforenal). La metodologia propuesta se fundamenta en investigaciones publicadas que
estudian la franja de longitud de onda comprendida entre emisiones de 400 a 600 nm
con una excitacion de 365 nm.*"*® Los resultados obtenidos demuestran que dicha franja
es la adecuada para analizar la emision de AGEs de forma indirecta.

Los AGES son un grupo de moléculas heterogéneas y no existe a la fecha un método
universalmente aceptado para su medicion con fines clinicos.*®*® La técnica propuesta
capta la emisién de fluorescencia en respuesta a una excitacién especifica de los
llamados fluoréforos, los cuales se encuentran dispuestos sobre alguna de las proteinas
existentes en plasma. En el caso de los mamiferos se ha demostrado que la mayor parte
de la fluorescencia del plasma se debe predominantemente a la albumina,®' con una
longitud de onda atribuible a la franja entre 425 nm y 475 nm,*"*8 lo que la convierte en
foco de estudio y analisis para este trabajo.

El analisis de los sueros se reflejo en graficas que permitieron encontrar un maximo
absoluto reproducible y con la misma morfologia para todas las muestras. Este maximo
absoluto no ha sido aun caracterizado o asignado en publicaciones anteriores,
probablemente debido a la complejidad de la composicion del suero.>? En torno a esto,
Galler et al. afirma que la propiedad de fluorescencia de las proteinas no es unicamente
debida a AGEs, sino también a productos de peroxidacion lipidica, tales como los
compuestos malondialdehido-proteina (atribuibles a stress metabolico y dafio celular),
que también emiten a una excitacion en rangos de longitud de onda similares a los de
los AGEs®' y adicionalmente pueden ocasionar alteraciones en su emisién, como se

describird mas adelante.??
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Las diferencias observadas en la mediciéon indirecta de AGEs en suero dentro del
laboratorio y consecuente representacién grafica, exhiben significancia estadistica al
comparar el area bajo la curva de cada uno de los tres grupos. Se presenta, de esta
forma, una mayor area en los pacientes con dafio renal, seguidos por los pacientes no
diabéticos y, finalmente, los pacientes diabéticos con las cifras mas bajas de intensidad
de fotoluminiscencia (Grafica 7). Estos hallazgos no concuerdan con los de
investigaciones similares en las que se utiliza el mismo principio de fotoluminiscencia en
la piel de pacientes pertenecientes a grupos analogamente dispuestos, en donde el
orden guarda una relacion directa con el grado de la enfermedad.*>4854-%" Esta
discordancia puede atribuirse, entre otras causas, al fendmeno conocido como
quenching, segun el cual existen factores que pueden interferir en la fluorescencia de
una molécula, disminuyendo su intensidad o haciendo que la energia liberada por su
excitacion ya no sea emitida como fluorescencia.’3%

Grafica 7. Diferencias en longitud de onda por grupo

No diabéticos

Diabéticos

Renales

Intensidad de PL (UA)
1

T T

T T T T ;
400 450 500 550 600 650 700

Longitud de onda (nm)

El quenching observado es un fendmeno comun estudiado por la farmacologia, por la
que se conoce que los medicamentos se fijan a las proteinas plasmaticas para ser
transportados. Dicha unién, en este caso, constituye un quenching, sobre el que se han
publicado resultados para multiples medicamentos. Se conocen, en efecto,
investigaciones sobre este fenémeno para los hipoglicemiantes,*® como la glibenclamida

y la metformina, que tienen la capacidad de unirse a la albumina sérica glicosilada y no

45



glicosilada. En el montaje de este estudio, ese es el factor que ocasiona una menor
emision, con efectos sobre las graficas resultantes para el grupo de pacientes
diabéticos®'. Los resultados se atribuyen a ese quenching, pues en el grupo en mencion,
15 de 17 pacientes (88.2%) son tratados con metformina y glibenclamida (solos o en
combinacion).

El mismo analisis se realiz6 para el maximo relativo de fotoluminiscencia (hombro), con
emision a 440 nm. En este caso la diferencia estadistica no resultd relevante,
consideradas las causas de quenching anteriormente descritas.>*58:59

El analisis de la longitud de onda para el maximo absoluto por grupo (Grafica 7), mostré
diferencias estadisticamente significativas entre las tres poblaciones, con longitudes de
onda mas cortas para los pacientes diabéticos en hemodialisis (grupo C), seguidos de
los pacientes diabéticos (grupo B) y, finalmente, correspondiendo longitudes de onda
mas largas a los pacientes no diabéticos (grupo A). Esta diferencia en la longitud de onda
guarda una relacion con el estadio de la enfermedad y es posible describirla como
desplazamiento o shifting, que constituye un fendmeno ocasionado por cambios de la
polaridad alrededor de las moléculas.

Dicha grafica, muestra diferencias inherentes a las caracteristicas clinicas de cada uno
de los grupos, para los cuales el analisis comparativo de las variables de control
metabdlico y longitud de onda determind que se trataba de poblaciones distintas entre
si. Los parametros quimicos estudiados reflejan coherencia con los resultados obtenidos
(glucosa, creatinina y colesterol total (p<0.001), colesterol LDL p=0.001 y triglicéridos
p=0.031 para los tres grupos; HbA 1. p<0.001, colesterol VLDL p=0.002, colesterol HDL
p=0.04 y depuracion de creatinina p=0.48 para los grupos Ay B).

La mayoria de datos favorece a los pacientes no diabéticos y pareciera afectar mas a los
pacientes diabéticos. No obstante, en relacion a los pacientes diabéticos en hemodialisis,
se presenta una paradoja, que sin embargo, es solo aparente. Académicamente, es
conocido que los cambios asociados a lipidos en el paciente renal pueden deberse a dos
factores: el estricto control metabdlico al estar inscritos en programas de dialisis donde
son monitorizados continuamente o a las alteraciones asociadas a las lipoproteinas en
estos pacientes. De acuerdo con Lorenzo et al., los pacientes con fallo renal cronico en

tratamiento con hemodiélisis pueden presentar anormalidades lipoproteicas incluso con
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niveles séricos de colesterol total y triglicéridos dentro de los parametros normales.
Asimismo, un estudio realizado por Liu et al.', permitid determinar que los pacientes en
hemodialisis pueden reportar valores normales de colesterol total cuando se encuentran
en un estado de inflamacion y/o malnutricion, pues dicho estado disminuye los niveles
de colesterol, enmascarando la hipercolesterolemia, y aumenta el riesgo de muerte. Para
los pacientes diabéticos en hemodialisis de esta investigacion (grupo C), no fue posible
determinar mas datos con el fin de establecer su estado clinico y nutricional con mas
precision, pero los pacientes con niveles elevados de AGEs pueden considerarse en
mayor riesgo de estados inflamatorios, siendo posible explicar con lo anterior la
correlacion inversa que se obtuvo para la longitud de onda y niveles de colesterol en
dicho grupo.

En otro estudio ya mencionado, los niveles séricos de los AGEs fluorescentes se
correlacionaron positivamente con el tiempo de duracion de diabetes y niveles de HbA 1,
triglicéridos, colesterol total, HDL y LDL, con los que se analizé la relacion de AGEs y el
control metabdlico de la diabetes.5' Con el analisis de fotoluminiscencia del suero y los
datos clinicos de los pacientes, se obtuvo una importante correlacion inversa entre la
longitud de onda y el estadio o riesgo de enfermedad renal para los tres grupos de
pacientes, asi como la longitud de onda y los niveles de HbA 1, creatinina sérica, tension
arterial sistdlica y diastolica e indice de masa corporal, acorde a la condicion de salud de
los pacientes de los grupos Ay B.

La correlaciéon entre longitud de onda y colesterol HDL, que presenta una proporcion
inversa, es explicable a partir de los datos que se obtuvieron sélo de los grupos Ay B,
pues mostraban una diferencia estadistica significativa, con HDL mas elevados para los
pacientes diabéticos. De esta forma, se convirtieron en datos no comparables (por un
acoplamiento matematico).

Para los pacientes diabéticos fue posible obtener mayor cantidad de datos con el fin de
asociar su condicion a un buen o mal control metabélico, considerando algunos de estos
criterios?®?4. De esta forma, se obtuvo que el 29.4% posee entre 1y 3 criterios de
incumplimiento, 52.9% entre 4 y 5 criterios y el 17.7% restante fallan en 6 criterios de los
8 considerados. Es innegable, ciertamente, la importancia de evaluar a los pacientes en

base a los criterios de control metabdlico. Esta investigacidn, sin embargo, amplia la
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posibilidad de llevar a cabo el desarrollo de un método que, a diferencia de las pruebas
de laboratorio convencionales y dependiendo de su aplicacion (en piel o en suero) es
menos dependiente de personal especializado y consumibles, puede ser minimamente
invasiva o no serlo en absoluto, estéd siendo ampliamente estudiado y ha dado ya
importantes aportaciones al estudio de diversas enfermedades?%2°62.63 Se precisa, sin

embargo, de un estudio mas profundo en relacion a su aplicacion.
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4.3. CONCLUSIONES

La determinacién de AGEs por espectroscopia de fluorescencia en suero es sensible
y guarda relacidon con la intensidad de fotoluminiscencia. Se pudieron observar
diferencias estadisticas entre los pacientes que la literatura caracteriza como
mayores poseedores de AGEs (diabéticos en fase de didlisis y los pacientes no
diabéticos, a quienes se les atribuyen menores valores). No obstante, la emisién
mostrada por los pacientes diabéticos, de quienes se esperaba que fuera mayor que

la de los no diabéticos, es explicable tedricamente por el fendmeno de quenching.

Las diferencias observadas en la intensidad de emision (eje vertical) en los maximos
relativos (440 nm) y absolutos (490-520 nm), no son concluyentes por el fenémeno
de quenching. Sin embargo, las longitudes de onda en que se presentan los maximos
de emision, muestran un desplazamiento horizontal, llamado shift, que fisicamente es
explicado por cambios conformacionales y de carga circundante a los fluoréforos en
rangos de longitud que segun la literatura responden a AGEs. De esta forma, siendo
tan heterogéneos, permiten identificar longitudes de onda cortas para los pacientes
renales, longitudes intermedias para los pacientes diabéticos y mayores longitudes

para los pacientes no diabéticos.

Correlacionando los examenes y el control metabdlico con los niveles de AGEs, la
intensidad de emisiéon de AGEs, analizada mediante el area bajo la curva, tuvo una
correlacion directa significativa con la creatinina sérica y estadio o riesgo de
enfermedad renal crénica. Por otro lado, el shifting de longitud de onda presentd una
correlacion inversa de significancia con tensidn arterial sistélica y diastélica, indice de
masa corporal, HbA1c y creatinina sérica, que concuerdan con la condicion clinica de

cada grupo de pacientes.

Pese a la heterogeneidad de las edades, los sujetos en cada grupo muestran un
comportamiento acorde al estadio de la enfermedad: no diabéticos — diabéticos —»

diabéticos en dialisis. Los principales hallazgos permiten identificar la presencia de

hipertension (35.3%), dislipidemia (11.8%) e indices de masa corporal por encima del
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limite superior (47.1%) en los pacientes no diabéticos, mientras que en el grupo de
diabéticos es comun observar las comorbilidades antes mencionadas y otros factores
de riesgo cardiovascular. Los pacientes renales reflejan un “mejor” control metabdlico
en sus analisis quimicos. Es importante recalcar que la entrevista clinica y el examen
fisico de este grupo no fueron posibles pues nunca hubo autorizacién por el comité
de ética para realizarlos. El control metabdlico de estos pacientes es estricto e
interpretar sus valores a la ligera podria hacer pensar que tienen un buen control. Sin
embargo, es conocido que las alteraciones lipidicas en ellos son enmascaradas por
los fendmenos de malnutricién e inflamacién crénica sistémica con alto catabolismo
lipidico, caracteristicas comprobadas indirectamente por la marcada emision de

AGEs evidenciada en estos pacientes.

El concepto de control metabdlico se refiere a un control personalizado, en el que se
busca suprimir todos los factores de riesgo posibles?®%4. Esta investigacion refleja que
entre los pacientes no diabéticos algunos presentan un sindrome metabdlico, el cual
de no ser oportunamente tratado, podria evolucionar a patologias diversas,
incluyendo diabetes mellitus tipo 2. El estudio, en efecto, muestra que el paciente
diabético comunmente presenta comorbilidades, siendo posible recalcar que el
70.6% presentan incumplimiento de al menos 4 criterios de los 8 considerados. Estos
y otros hallazgos, demuestran el pobre control metabdlico y predicen el avance

definitivo hacia complicaciones crénicas micro y macrovasculares.

Los resultados preliminares derivados de esta investigacion, permiten analizar puntos
a favor de esta metodologia. En primer lugar, pudiera tratarse de un dispositivo
portatil, no dependiente de operador y con resultados inmediatos. Ademas, los
resultados obtenidos con la aplicacion de este método presentaron validez estadistica
en la diferenciacién de la condicidon de salud para los tres grupos y su utilizaciéon no
se limita a mediciones en suero. Estas caracteristicas lo convierten en ideal para la

deteccion temprana de complicaciones cronicas en atencion primaria.
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4.4. RECOMENDACIONES

En orden de importancia se recomienda:

e La implementacién y juramentacion de un comité local de ética en investigacién
dentro de la Universidad, inscrito y autorizado por el Comité Nacional.

e Fomentar la realizacion de investigaciones que involucren equipos
interdisciplinarios para enriquecimiento de la investigacion.

e Desarrollar un estudio con el que se busque esclarecer la interrogante con
respecto al fendmeno de quenching por los hipoglicemiantes, con grupos de
pacientes diabéticos en diferentes esquemas de tratamiento.

e Combinar la técnica de fotoluminiscencia en suero y la espectroscopia de
fluorescencia en piel, que con base a los avances que ha tenido en la Universidad
de Groningen, se ha aplicado preliminarmente en nuestro pais.

¢ Intensificar la aplicacién y continuidad de medidas de educacion de la poblacion,
consejeria médica, control dietético y control metabolico estricto con el fin de evitar
el desarrollo o0 avance de las complicaciones cronicas de la diabetes.

¢ Iniciar investigacion de campo con el fin de incrementar la poblacion de estudio,
aumentar las variables analizadas, brindando el seguimiento a los pacientes en
un periodo de tiempo suficiente y menos limitado, que permita obtener datos
clinicos y de laboratorio mas amplios que reflejen su condicién de salud con mayor

precision y asi profundizar en aspectos que aun quedan por dilucidar.
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GLOSARIO DE ABREVIATURAS

A

ADA: Asociacion Americana de Diabetes.
AGEs: Productos finales de glicacion avanzada (por sus siglas en inglés, Advanced
glycation end-products).

ASADI: Asociacion Salvadoreia de Diabéticos.

D

DM: Diabetes mellitus.

E

ERC: Enfermedad renal crdnica. Presencia de dafio estructural y/o funcional al riién o
una tasa de filtracion glomerular (TFG) de <60 mL/min/1.73 m?, durante tres meses o
mas, independientemente de la causa.

EUA: Excrecion urinaria de albumina.

H
HbAlc: Hemoglobina glicosilada.

IGF: Factor de crecimiento insulinoide (por sus siglas en inglés, Insulin-like growth
factor).
IMC: indice de masa corporal.

IRC: Insuficiencia renal crénica.

N
NHANES: National Health and Nutrition Examination Survey.
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P

PDGF: Factor de crecimiento derivado de plaquetas (por sus siglas en inglés, Platelet-

derived growth factor).

S

SD: Desviacién standard (por sus siglas en inglés, Standard deviation).

T
TAD: Tension arterial diastélica.

TAS: Tension arterial sistolica.

TFG: Tasa de filtrado glomerular.

TSFR: Tratamiento sustitutivo de la funcién renal.

TGF1: Factor de crecimiento transformador 1 (por sus siglas en inglés, Transforming

growth factor type 1).

U

UA: Unidades arbitrarias (para el estudio, expresan la intensidad de fluorescencia

emitida por la muestra analizada en el espectrofotometro).
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Mediante el presente estudio se desea explicar la importancia del control adecuado de
la diabetes mellitus. Hay muchas complicaciones graves que puede causar esta
enfermedad con el paso de los afios y esto se acelera cuando no tenemos un buen
control de la glucosa, si hay obesidad, si hay colesterol y triglicéridos altos, si no
realizamos ejercicio y sino se toma la medicina segun lo indica su médico.

En este estudio deseamos pedirle su colaboraciéon para que una persona experta
extraiga aproximadamente 3 mililitros de sangre para realizar una serie de exdmenes de
quimica sanguinea importantes. Con estos vamos a medir una serie de datos que indican
que mantener un estado de glucosa elevado en sangre ocasiona la acumulacion de otras
sustancias que dafian muchos érganos. En este caso queremos estudiar si hay un dafio
de los rifones mediante un método llamado espectroscopia optica.

Los datos que sean obtenidos seran confidenciales. Porlo tanto, pedimos su autorizacion
completando la hoja de consentimiento informado y le pedimos que en cualquier
momento que usted no se encuentre de acuerdo con esta investigacion nos lo haga saber
inmediatamente.

Muchas Gracias.

A. DATOS DE IDENTIFICACION
Nombre del paciente
Numero de expediente o documento de identificacion
Nombre técnico del procedimiento que se va a realizar

B. DECLARACION DEL PACIENTE
1. Me han explicado y he comprendido satisfactoriamente la naturaleza y propdsito de este
procedimiento. También me han aclarado todas las dudas y me han dicho posibles
riesgos y complicaciones. Comprendo perfectamente que el procedimiento va a consistir
en:

2. Doy mi consentimiento para que me efectien el procedimiento descrito arriba y los
procedimientos complementarios que sean necesarios 0 convenientes durante la
realizacion de éste a juicio de los profesionales que lo lleven a cabo.

3. En cualquier caso, deseo que me respeten las siguientes condiciones:

Sino hay condiciones, escribase ninguna.

Firma de Paciente Firma de Testigo
C. DECLARACIONES Y FIRMAS

62



1.

3. Lugary fecha

Médico(s) responsable(s): . He informado al
paciente del propédsito y naturaleza del procedimiento descrito arriba, de los posibles
riesgos y resultados.

Firma del profesional: DUL: Fecha:

Tutor legal o familiar:
El médico me ha explicado de forma satisfactoria qué es, como se hace y para qué sirve
ese procedimiento. También se me han explicado sus riesgos y complicaciones. He
comprendido todo lo anterior perfectamente y por ello YO

, con documento de identidad
, doy mi consentimiento para que el (los) doctor(es)

y el personal auxiliar que él (ellos) precise(n) para realizarle este procedimiento.

Firma de familiar o testigo Parentesco
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HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

Nombre: Edad: ___ afos

Sexo____
Antecedentes médicos: (Responder “si”, “no” o “?”)

HTA _ Cardiopatia ___ Alergias ___ Nefropatia ___ Obesidad ___ Dislipidemia
Otro ___

Especificar:

Antecedentes quirurgicos:

Especificar:

Tiempo de diagnostico de diabetes mellitus tipo 2: __ meses

Medicamentos utilizados y dosis:

IMC: Circunferencia abdominal: Presién arterial:

Variable Resultados de laboratorio

Glucosa

Hemoglobina glicosilada

Triglicéridos

Creatinina

Colesterol total

Colesterol LDL
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PRESUPUESTO

Concepto Cantidad | Precio unitario Total
Examenes de laboratorio 60 Precio por $600
cotizacion
Insumos de laboratorio (jeringas, X X $100
catéteres, vacutainer, tubos EDTA)
Horas investigador trabajo en campo x3 300 5 $1500
Horas de trabajo, planeacion y 90 5 $450
recoleccién bibliografica
Papel bond tamafo carta 2 resmas $5 $10
Tinta para impresién canon MG2410 1 $23.00 $23.00
color negra y color
Anillado de trabajo 6 $3.25 $19.50
CD 2 $0.50 $1.00
Total - - $2703.50

65




CRONOGRAMA

v

W oisosY

v jonne

L=t

wATA

¥ wan

miIEANE ilhhil!li“i%iii:

rifianm

¥ oLsooy

L

Laf=rt ]

¥iATA

Lt 1]

66



	6 REC- NO COMERCIAL-SIN OBRA DERIVADA 4.0
	Medición Indirecta de Productos Finales de Glicación Avanzada Mediante Fotoluminiscencia y su Correlación con el Perfil Metabólico-corregido
	CAPÍTULO 1: GENERALIDADES
	CAPÍTULO 3: METODOLOGÍA
	Definición de Variables…………..………………………………………………….. 24
	Método de Recolección de Datos………………………………………………..... 27
	Análisis y Procesamiento de Datos……………………………………………….. 29
	Consideraciones Éticas…………………………………………………………….. 30
	El trabajo de campo dio inicio con la autorización previa del Comité de Tesis de la Facultad de Medicina de la Universidad Dr. José Matías Delgado.
	Se obtuvo el consentimiento informado de 19 pacientes del servicio de diálisis del Hospital Médico Quirúrgico del ISSS (grupo C). Debido al proceso tardío y engorroso del comité local, la autorización para la entrevista de dichos pacientes nunca fue g...
	Los participantes correspondientes al grupo de pacientes no diabéticos y diabéticos ambulatorios (grupos A y B) fueron entrevistados y evaluados según ficha clínica y sometidos a la toma de muestra sanguínea, previa autorización mediante consentimient...
	Las muestras sanguíneas fueron recolectadas de los pacientes de cada grupo. Una muestra sanguínea de aproximadamente 3 ml fue tomada por venopunción mediante vacutainer en vena cefálica, mediana o cubital, según conveniencia. Se aplicaron las precauci...
	Una primera alícuota se analizó en equipo automatizado Cobas C501 HITACHI para la analítica de químicas sanguíneas.
	Una segunda alícuota fue destinada al análisis por dispositivo de espectroscopia operado y diseñado por Lic. Ricardo Canjura, perteneciente al equipo del laboratorio de espectroscopia de la Universidad de El Salvador, dirigido por el Dr. Carlos Rudama...
	 Software Espectra suite
	El equipo para la medición de fluorescencia en la muestra de suero es un acople de diversos instrumentos. En primer lugar, un arreglo de filtros que delimita el área de excitación en la muestra, un dispositivo que restrinje la luz de fondo del ambient...
	Un total de 53 pacientes pertenecientes a tres diferentes grupos fueron enrolados en el presente estudio; el grupo A (17 pacientes no diabéticos), derivados de unidades de atención ambulatoria; grupo B (17 pacientes diabéticos) procedentes de las mism...
	Para el análisis estadístico de cada una de las variables estudiadas se realizó el test exploratorio de normalidad D’Agostino-Pearson, con lo que se estableció su tratamiento estadístico (paramétrico o no paramétrico).
	Para el análisis de la variable edad se realizó el test de ANOVA con post-test de Tukey, no mostrando diferencias estadísticamente significativas entre los grupos, p=0.079. Con respecto a la variable sexo se aplicó el test de Chi cuadrado, observando ...


