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HIPOTESIS

El SA sérico es un marcador biolégico valido para predeciriesgs de

complicaciones vasculares en pacientes con diabetes mighlaus

OBJETIVO GENERAL

Estimar la validez del SA sérico como predictor de comgbogs vasculares en

pacientes con diabetes mellitus tipo 2.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Estimar los niveles séricos de SA, proteina C reactiveogh preprandial, Hb
Alc, LDL colesterol, HDL colesterol, colesterol total, progs totales y
triglicéridos, para determinar la potencial asociaciémeelds marcadores de
inflamacion y los marcadores metabdlicos en un grupo de paciantedN2
con complicaciones vasculares.

2. Calcular la sensibilidad, la especificidad y los valores pteds de SA como
marcador de riesgo de complicaciones vasculares en la poblacestudéo, y

comparar dichos valores con los de la proteina C reactiva.



RESUMEN

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es un sindrome plurimetabdliémicr de
evolucion insidiosa, que produce altas tasas de morbilidad y madltatida
complicaciones vasculares. Los pacientes con DM2 suelen néredes elevados de
acido sialico sérico (SA), asociados con el estrés inflamatodnico y, por lo tanto,
con el riesgo que tienen de presentar complicaciones vascianesmbargo, no
existen consensos de la validez de la medicion sérica decasighidrato para
predecir el riesgo de complicaciones vasculares. Los rdeslt@btenidos en este
trabajo, demostraron que el 92% de los 73 pacientes con DM2 a les tpeemidio
la concentracion de SA, presentaron niveles elevados de dxibidaato (por arriba
de 60 mg/dL) en comparacion con el 73% de los pacientes que tuvieron
concentraciones elevadas de PCR (por arriba de 3.8 mg/dL)otBletié pacientes
(73 diabéticos) 68% manifestd complicaciones vasculares. Elsianéle los
resultados por medio de curvas ROC, sugirié que el acido sidliooseprueba de
mayor valor para el diagndéstico temprano de complicacioneslgass, con un area
bajo la curva (ABC) de 0.75, que la cuantificacion de la prat€-reactiva (PCR)
con una ABC de 0.65; asi, la cuantificacion del 4cido sialiestnd una capacidad
del 93% para identificar correctamente la presencia de @@uojnes vasculares en
pacientes con DM2. No obstante los resultados anteriores, esantparbnsiderar
gue en este estudio fueron incluidos Unicamente 73 pacientes con DNéR¢gperes
necesario reanalizar la exactitud de la prueba ampliando dldatieala muestra de

pacientes y utilizando variables de ajuste adicionales.
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INTRODUCCION

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es un sindrome plurimetahéticmico
degenerativo, que tiene una prevalencia nacional de 8.1% (ENSAX0®) y una
tasa de mortalidad de 53.2 por cada 100,000 habitantes (Villalpawilp 3010). Su
impacto sobre la tasa de mortalidad se debe a las complicacienales y
cardiovasculares que produce (IFD, 2010).

La evolucion de las complicaciones vasculares es insidioga muehos
pacientes un infarto del miocardio puede ser la sefial climidalique conduzca al
diagnéstico de la diabetes. La aterosclerosis, un proceso patoggmconicia
generalmente con disfuncion endotelial (Gustafson B, 2010), es ladeatss
complicaciones vasculares de la diabetes (Miyamoto y col., 2Da@terosclerosis
involucra una respuesta inflamatoria crénica, en la que se pretiacenento en la
concentracion de proteinas séricas como la inmunoglobulina Al (lgAZQu¥e2-
Moreno y col., 2001) y proteinas de fase aguda como el fibrin6genprgteina C-
reactiva (PCR; Akvlediani y col., 2009); estas proteinasasacterizan por su alto
contenido de SA (son proteinas sialiladas; Lebensohn y col., 20084 A, por
sus siglas en inglés) es la molécula con la que se identfitodos los N-acil
derivados del acido neuraminico; se encuentra en mas del 708tatieliet proteinas
de fase aguda asi como en la mayoria de las glicoproteinas {&arcia y Kaski,
2000; Browning y col., 2004). La elevacion del SA est4 asociadapcocesos
inflamatorios (Vazquez- Moreno y col., 2001; Gavella y col., 2003) yepta razon
es posible que esté asociada con el aumento en el plasamptetéinas de fase
aguda (Garcia y Kaski, 2000; Browning y col., 2004).

No obstante lo anterior, es probable que la elevacion del SAserrel de los
pacientes con DM2 se deba también a que la superficie del kmdarzular tiene
grandes cantidades de ese carbohidrato (Born y Palinski, 198% B&i,da utilidad
de SA como predictor independiente de las complicaciones vascd&@aiasDM2
(Matthew y col., 2004; Soedamah-Muthu y col., 2008) podria ser inclagor al de
proteinas individuales (como la PCR). Sin embargo, los resultildss estudios
gue han explorado la utilidad del SA como marcador de complicacioradaras

son hasta ahora controvertidos y, por ello, el objetivo de ebtgdriue el de estimar
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la sensibilidad y especificidad del SA sérico como predideor complicaciones
vasculares en un grupo de pacientes con DM2, en comparacion corelag @t
reactiva, un marcador de riesgo aceptado a escala interdaponau valor

predictivo en el caso de las complicaciones cardiovassular



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

Diabetes Mellitus Tipo 2

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es un sindrome plurimetabdlico
caracterizado por hiperglicemia crénica, con anormalidadesreatabolismo de los
carbohidratos, grasas y proteinas, secundarias a la alteraci@nsecrecion y/o
accion de la insulina (Bailes, 2002; Beckman, 2002). La DM2 derlaa mas
comun de la diabetes, ya que la padece el 90% de los pacjeagespn frecuencia
parte del “sindrome metabdlico”, una entidad nosoldgica que aumeriésgs de
complicaciones vasculares en los pacientes con DM2 (IFD, 2010).

Durante mucho tiempo, la DM2 fue considerada errbneamente como una
enfermedad trivial, debido a que a menudo es asintomaticaihtosnas clasicos de
la diabetes, tales como polidipsia, polifagia y poliuria, son eskpnes clinicas
tardias de la descompensacion metabdlica de los pacientessi@isfica que la
DM2 puede ser considerada una enfermedad silenciosa y potenciamuetde en
la que el 70% de las muertes son provocadas por complicaciodas/asculares
(Valdes-Ramos y Bencosme-Rodriguez, 2010). La aterosclerosie puoeiar
muchos afios antes de la diabetes clinica, de tal suerte exgeldativa de vida de
los pacientes con DM2 diagnosticados tardiamente se reduce dé03® aon una
pérdida potencial de 8 a 10 afios de vida (Lopez, 2007) con relaciormgaelaon
diagnosticados en las fases tempranas de la diabetes. Aattmlexisten criterios
estandarizados e internacionalmente aceptados para el diagrfestiaodiabetes
(ADA, 2011) y a pesar de ello un elevado porcentaje de los pacientes
(aproximadamente el 29%) son diagnosticados tardiamente y de fiocitental.

Por esta razdn, cerca de la mitad de los pacientes con e¢npe complicaciones,

micro y/o macrovasculares, al momento de su diagnéstica€®a2009).

Complicaciones Vasculares

El infarto agudo del miocardio es la principal causa de muerte y
hospitalizacion en los pacientes con DM2; su incidencia es de doat@ veces

mayor en estos pacientes que en la poblaciéon general (Varugtelse?905; Stefan
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y col.,, 2009). Ademas, los pacientes diabéticos que desarrollanvemoe
cardiovascular agudo tienen peor prondstico que los no diabéticos, peegantan
mayor incidencia de insuficiencia cardiaca y choque cardiogéniamegor
supervivencia a largo plazo (Lakka, 2002). Un estudio que corrobor@imation
citada anteriormente es el de Kumler y colaboradores (2010),cere edle demostro
gue la incidencia de infarto al miocardio en individuos no diabétiemsle 22.3%,
mientras que en los diabéticos fue de 36.3%, presentando unadadrtii60.2%-
72.5% y 82.7-91.1% respectivamente, después de 15 afios de evolucidhode dic
pacientes.

La aterosclerosis, un proceso degenerativo vascular que tienestieeha
relacion con la hiperglicemia, la hipertension sanguinea, ejuaao, la proteinuria
y la dislipidemia, es la principal causa del infarto delatgecdio (Ishwarlal y col.,
2010). Sin embargo, la DM2 también afecta, por otros mecaniso®sasos de
pequefio calibre, conduciendo a la retinopatia (la causa mas conuégua en
personas entre 20 y 60 afios de edad), nefropatia y neuropatia (ceetriétrica).
La neuropatia sensorial, con una prevalencia de 5 a 10% (ADA, 201) factor
causal importante del pie diabético, que ocasiona dafios anatonunéles
permanentes en los pacientes con DM2.

Por la evolucion insidiosa de la DM2, la deteccion oportuna de las
complicaciones, es en general un problema de salud publica; @oaledidedor del
13% de los pacientes con DM2 puede tener retinopatia y otras cacipties en el

momento del diagnéstico (Wong y col., 2008).

Tratamiento Farmacol6gico

El manejo alimentario de la DM2 tiene el objetivo geneeakdnseguir un
equilibrio entre la ingesta de calorias y el gasto enemyéel paciente, ademas del
mantenimiento de una concentracion de insulina circulante adepaaa asegurar
una utilizacion efectiva de la energia y evitar, en la deedie lo posible, la
disglicemia (hipo o hiperglicemia crénicas). En las fasegptanas de la DM2, el
equilibrio entre la ingesta y el gasto energético, ademasndplan de ejercicio

individualizado, puede ser suficiente para controlar adecuatiarados pacientes



(Barclay y col., 2010). Sin embargo, en el tratamiento depdasentes con DM2
avanzada se requiere, ademas de la intervencioén en la atfilgida y alimentaria,
del uso de farmacos (Coppell y col., 2010).

Para este ultimo caso se dispone de un grupo de farmacos conocidos com
hipoglicemiantes, que son un conjunto heterogéneo de sustancig&sagracterizan
por disminuir la concentraciébn de glucosa en sangre (disminuyelic&mm);
incluyen a las sulfonilureas, biguanidas, inhibidores deglucosidasas,
tiazolidinedionas, incretinas, meglitinidas e insulina, eotres (Coppell y col.,
2010).

Sulfonilureas. Estos hipoglicemiantes orales, estimulan la liberacion de
insulina por las célula pancreaticas, por lo que son eficaces mientras estasscélula
mantienen cierta capacidad secretora de insulina, pero son uaddeccuando
disminuye la capacidad de secretar insulina (Mercadal y 20D5). Su efecto
hipoglicemiante agudo esta mediado por su accion sobre los canalesasie pot
dependientes de ATP de las células beta pancreaticas, en doraaeimitaindo el
efecto de los secretagogos fisiolégicos, estimulando asiclacg®n de insulina
(Vizcaino, 2004). Los efectos hipoglicemiantes cronicos daultmdureas, parecen
deberse al aumento en la sensibilidad de los tejidos aimaie la insulina, por el
aumento de los receptores de insulina o por la unién de las suasila los tejidos
blanco de la insulina (Mercadal y col., 2005). Tras su admicidtraral, son bien
absorbidas por el tracto gastrointestinal, biotransformadas pbigatio y los
rifones, a metabolitos activos o inactivos, y transportadasterreite circulatorio
por proteinas plasmaticas (Vizcaino, 2004). Entre las sulfoniluleaprimera
generacion se encuentran la tolbutamida, clorprolamida, taoldaany
acetohezamida; en las de segunda generacion estan la glitaurgdiapizida y la
glicazida. La glibenclamida tiene un efecto mas prolongado quiliamilureas de
primera generacion y puede administrarse una sola vez asdéh;hipoglicemiante
mas prescrito en el Instituto Mexicano del Seguro Social (IM&3)ido a que esta
disponible en el cuadro basico de medicamentos (NOM-015-SSA2-1994)iepero t

el inconveniente de producir efectos secundarios tales como cites



hematolégicas (aplasia medular, agranulocitosis, anemia tiemol y

trombocitopenia), alteraciones cutaneasy gastrointestifr@deseas y vomitos).

Meglitinidas. Son secretagogos no sulfonilureicos (Barnett, 2007). En
México, se dispone de repaglinida (un derivado del acido benzoictgglinaa (un
derivado de la fenilalanina), pero ninguno de ellos forma parteuddr@ basico de
medicamentos del IMSS vy, por lo tanto, no forman parte delntiahto de sus
derechohabientes. Las metiglinidas tienen una accién mas rapalesiyoria que las
sulfonilureas (Phillippe y col., 2010), por lo que el riesgo de hipeglia por el uso
de meglitinidas, es menor que con sulfonilureas. Actian estiahalla liberacion de
insulina de las célulaf pancreaticas, mediante su union a los canales de potasio
dependientes de adenosintrifosfato, de manera similarsalfasilureas pero en un
sitio de union distinto. Su union a las célufagprovoca la inhibicion del flujo
hiperpolarizante y ténico del potasio, lo que hace que el potetétdtieo de la
membrana sea mMAas positivo; esta despolarizacibn desencadeaamehto
intracelular de calcio y con ello la fusion de las vesicutamsllina a la membrana
celular y la subsecuente secrecion de pro-insulina (Tameal.y 2003). Otra
potencial ventaja del uso de estos farmacos, es la dismimei@ada en la glucosa
posprandial (Black y col., 2008). En estudios realizados, comparandso etle
nateglinida y repaglinida, se observé una reduccién de HbAlc de8¥5y de
0.24-2% respectivamente (Blicklé, 2006). Al combinar el uso de&e es
hipoglicemiante con metformina, la HbAlc se redujo hasta 1.4%réMacol.,
2002).

Biguanidas Son los farmacos de primera linea para el tratamiento del
paciente obeso, con o sin DM2. La metformina es una biguanida quataume
sensibilidad de las células a la insulina, disminuyendo asotaentracion de
glucosa y de insulina plasmaticas (Khurana y Malik 2010). Estostosfese
atribuyen, en parte, a la disminucion en la reserva hepatigluczsa y al aumento
en la utilizacion de glucosa por el intestino (Castro y col., 2006 ynusculos
asociado con la mayor sensibilidad tisular a la insulina (Mipc&004). Ademas, el

efecto de la metformina parece depender también de la disénirerc la oxidaciéon

6



de los acidos grasos (Castro y col., 2005). La metformina ésia agente oral
antidiabético que al usarse solo, se relaciona con la reduceitnptevalencia de
complicaciones vasculares de la DM2 y con la pérdida de qmporal (Brown y
col., 2009). Vilar y colaboradores (2009) analizaron a un grupo de pacgmes
DM2 tratados con metformina durante 24 semanas, observandose urmaciismi
marcada del porcentaje de hemoglobina Alc (1.1@@)y en el peso corporal (4.2
+ 0.9 Kg) después de 12 semanas de monoterapia. Asimismo, Bralabgradores
(2009) observaron al iniciar el tratamiento con metformina de pasienh diabetes
recién diagnosticados (3 meses), se control6 significativartegteEemia asi como

el riesgo micro y macrovascular.

Tiazolidinedionas. Actlan a nivel del receptor nuclear PPARSsiglas en
inglés del receptor del activador del proliferador de peroxisorhasactivacion de
este receptor modifica la trascripcion nuclear de geneseguéan el metabolismo
de los carbohidratos y lipidos (Barnett, 2009). El efecto mas protaires el
incremento de la captacion de glucosa, estimulada por insulineeladal musculo
esquelético. Esto produce la disminucién de la resistenca iastlina y de la
lipdlisis en los tejidos periféricos e incrementa la difei@cion de los adipocitos.
Otros de sus efectos incluyen el incremento en las concemeacde HDL y el
descenso de los triglicéridos (Taylor y col., 2006). Pueden retiyvemente la
presion arterial, aumentar la fibrindlisis y mejorar los pet#ios de funcion
endotelial (Vizcaino, 2004). Sus efectos colaterales incluyeurakento de peso,
debido al aumento de los depdsitos lipidicos subcutaneos (Barnett, 2009).

Diversos estudios reportan el uso de este grupo de farmacos emasqu
monoterapéuticos, mostrando una reduccién significativa en los sivide
hemoglobina Alc de los pacientes, en comparacion con los grupos ctatemds
con placebos). Por ejemplo, usando la pioglitazona, la media de HA&dujo de
0.8% a 1.6%, con 30 y 45 mg de pioglitazona, respectivamente (Arprooi.,
2000). En estudio recientes, con el uso de glimepirida y sitaglgpHbAlc se ha
reducido en un 0.8%. Las reducciones son mayores en aquellos pacenias
nivel basal de HbAlc muy elevado (>9%) reduciendo el nivel de Elln&l11.3%.

Pero a pesar de los efectos positivos de las tiazolidinediorsentrol metabdlico
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de los pacientes con DM2, no son farmacos que se prescriban eeldsotiabientes

del IMSS, probablemente por su alto costo (Waugh y col., 2010).

Inhibidores de lasa-glucosidasas Actuan inhibiendo de forma competitiva
y reversible a las alfa-glucosidasas intestinales (Ascl2®€0). Estas enzimas se
encuentran en el borde de cepillo del intestino proximal, y sonntzsgadas de
desdoblar disacaridos y polisacaridos, lo que implica que su inhibizi@luce a una
disminucién de la absorcion de glucosa y a la consiguiente reducciamgldeemia
postprandial y la insulinemia. Por su mecanismo de accion no produsediepide
hipoglucemia ni provocan aumento de peso. Los principales efadt@ssos de
estos farmacos incluyen diarrea, flatulencia y dispepsia, qudempuevitarse
utilizando bajas dosis de estos medicamentos (Vizcaino, 2004;n@salstada,
2003). Usando inhibidores de lagylucosidasas, se ha publicado la reduccién de 50
a 60 mg/dL de la glucemia posprandial, 15 a 25 mg/dL de la glue@maguno y

0.5% en las cifras de hemoglobina Alc (Cardenas-Estrada, 2003).

Incretinas. Constituyen una nueva clase de farmacos hipoglicemiantes. Que
imitan al GLP-1 (péptido semejante al glucagon tipo 1), un polipéptioducido
por las células L del intestino (Thongtang y Sriwijitkamol, 2008). GEIP-1
incrementa la sintesis y secrecion pancreatica de insesitimulada por glucosa,
reduce la secrecion de glucagon, retrasa el vaciamienticgastreduce el apetito;
todos estos efectos contribuyen a su efecto hipoglicemianteddanadia del GLP-

1 es de 2 a 3 minutos, ya que es rapidamente degradado por la di-peptidasa
IV (DPP-1V); por esta razon, se esperan mayores efect@gibes en el control de la
glicemia posprandial sin los efectos hipoglicemiantes de otgsntes
antidiabéticos.

El efecto normoglucemiante de estos farmacos, representadoda por
sitagliptina y la vildagliptina, es moderado, con una reduccias significativa en
aquellos pacientes con mayor descontrol glucémico, tal como ocumreotoos
medicamentos antidiabéticos (Aschner y col., 2006). Es impertmutar que, al
menos tedricamente, su mayor utilidad se mostraria en padgentgeco tiempo de

evolucion de la enfermedad, porque la integridad de su eje estdapinSin
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embargo, se cree que la terapia combinada con incretinassyf@tmacos, como la

metformina, es la que mostrara mejores resultados clirBoahécha, 2009).

Insulina. Es el medicamento de eleccion cuando la reserva pacardat
insulina ha sido agotada y la glicemia no se controla con hipogéioges orales
(Inzucchi, 2002) pero también representa una opcion para prolongasdagas de
insulina en las fases clinicas intermedias de la DM2 (Mipc&004). Las insulinas
humanas disponibles en nuestro pais son las de accion rapida, acsidredid
(NPH y lenta) e insulina lispro. Si bien el uso de la insuli@accion répida no se ha
extendido a las clinicas mexicanas del primer nivel de idterporque se utiliza
principalmente en el tratamiento de complicaciones metab@gatas (cetoacidosis
o coma hiperosmolar) y durante el embarazo, cada dia se ampliama de
presentaciones comerciales disponibles para el control temprarms gedientes
diabéticos, de manera que en los proximos afios estaremos viemdpastoien la

prevencion de las complicaciones vasculares de la DM2.

Acido Siélico

La existencia de una asociacién positiva entre del riesgo de icaoiphes
de la DM y la hiperglicemia ha sido ampliamente demostradaseiitimos 30 afios,
gracias a una serie de estudios prospectivos multicéntricosetBsaControl and
Complications Trial-DCCT (1993); United Kingdom Prospective Diebebtudy-
UKPDS, 1995). Por ello, la deteccion precoz de la DM2 y el codedd glicemia
constituyen la piedra angular para retrasar la apariciGasdedmplicaciones tanto
micro como macrovasculares. Pero aun con el uso de los esgieeapgEsiticos en
los que se combina la insulina con los hipoglucemientes oralesneblcde la
glicemia y de las complicaciones vasculares no rebasa el Vi2¥aino F, 2004;
Englyst y col., 2006). De ahi que exista la necesidad de demastabalidad el
valor de otros marcadores bioquimicos de riesgo vascular, confo mhS&matico,
una molécula que podria llegar a ser considerada un buen predictor de

complicaciones vasculares en los pacientes con DM2 (Matgheal., 2004), por



formar parte de proteinas plasmaticas, como la PCR, elddeno y la IgAl, que se
elevan en pacientes diabéticos (Panteghini, 2004; Vazquez-Moreng 206dl), de
adhesinas celulares (CAM por sus siglas en inglés), ganglégiésfingolipidos
(Edelman, 1983; Cabezas y Calvo, 1984), asi como también de lldascé

endoteliales (Lin y col., 2004).

Biosintesis del SA en el Humano

El SA, es el nombre genérico que se otorga a mas de 30 carbmhiciva
estructura similar por ser variaciones de una molécula lamacido N-
acetilneuraminico (Vimr y col., 20045e describié por primera vez en los afios
cuarenta y posteriormente diversos grupos de investigacion caarctier su
estructura y funcion (Roseman, 1970; Rosenberg y Schengrund, 1976jdCprfie
Schauer, 1982; Varki, 1992). Hacia los afios setenta, se empledisimtamente
los términos &cido neuraminico y SA, pero posteriormente, cortdifidacion de
compuestos como el N-glicoliineuraminico,  O-acetilneuramjnicd-
glicolilneuraminico y deamino neuraminico, se ha preferido comsidelos acidos
sialicos como una familia de azlcares relacionados candel @euraminico (Figura
1). El acido N-acetilneuraminico (NgAc, SA), es un carbohidrato derivado de la
glucosa, de 11 atomos de carbono, cargado negativamente, con un Eestamadée
328 Da y pK de 2.6 (Romppanen, 2003). Constituye alrededor del 80%Adel
plasméatico en humanos (Sillanaukee y col., 1999; Nigam y2@1§).

El SA, estda ampliamente distribuido en la naturaleza formande ga estructuras
macromoleculares como las glicoproteinas y los gangliésidos RUSY6). En los
humanos, el SA esta presente en liquidos corporales (plasma sandliite
sinovial, jugos gastricos y orina), en tejidos y érganos (cébalaguineas, glandulas
salivales, estomago, cérvix, colon y cartilago, entre ofRiBanaukee y col., 1999;
Nigam y col., 2006).

El SA, es un componente terminal del extremo no reductdeisde
glicoproteinas y los glicolipidos (Kurtoglu y col., 2006). En la safgmana, las
glicoproteinas plasmaéticas que contienen mas SA, son el orosdeucai

fibrinbgeno, la haptoglobina, la ceruloplasminay-@ntitripsina, proteina C-reactiva
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(PCR), algunas proteinas del complemento y la transferrinkajévie y col., 1996;
Sillanaukee y col., 1999).

Ademas, la lipoproteina de baja densidad (LDL, por sus siglagkss), es
una de las lipoproteinas que contiene gran cantidad de SA (Tanygraihi1989).
El precursor del SA es la glucosa, que por medio de varias oamiifines produce el
uridina difosfato-N-acetil-D-glucosamina (UDF-GIcNAc). La BIBICNAc es
convertida posteriormente a N-acetilmanosamina (ManNAc)dh después de ser
forsforilada a ManNAc-6-P e isomerizada a ManNAc-9-P, origdhaacido N-
acetilneuraminico-9-fosfato ~ (SANAc-9-P). La incorporacion &A en los
glicoconjugados ocurre en el aparato de Golgi, utilizando aithneitmonofosfato
(CMP) como un acarreador. Las concentraciones elevadas de idracit
monofosfato (AS-CMP) pueden inhibir la sintesis de SA, pooaf#tnentacion
negativa. La degradacién de sialoglicoproteinas y sialolipeosn proceso que se
efectlia en los lisosomas que favorece el recambio y reubiizdel &cido sialico

intracelular (Figura 2; Romppanen, 2003).

Distribucion v Funciones del SA en las Membranas Celulasey en el Plasma

Humano

SA en las membranas celularesLa estructura, presencia y funciones generales del
SA en los sistemas bioldgicos se han revisado ampliantectiaer, 1982; Kelm y
col., 1997). Normalmente, las proteinas con orientacion extracelglze realizan su
funcién en la superficie de la célula son glicoproteinas; algunasesthkes
glicoproteinas tienen, en su fraccion glucosidica, residuos dgu&Ase localizan
especificamente en la posicién terminal (en forma dal §édsintética) de la parte
glucosidica de la molécula (Corfield y Schauer, 1982). La preseletiSA en las
glicoproteinas de las membranas celulares humanas favoreft;nGn como

receptores en procesos de interaccion molecular y/o adhesiom (elidate, 1996).
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Otra funcién del SA en las membranas es la de proporciosariesgrga neta
negativa. La carga negativa evita la adhesion entre algdéhalas, pero al mismo
tiempo facilita la interaccion de otras; ademas, el SAasnriembranas sirve como
componente de los receptores de la superficie celular (Nigawi., 2006). Las
moléculas de adhesion celular (CAM, por sus siglas en ingléd¢stacan por su
importancia en los procesos de interaccion celular y porquenpaasen su fraccion
glucosidica al menos 12 residuos de Neu5Ac, unidos por enlg@e8) de un modo
lineal (Edelman, 1983). Otras moléculas que forman parte slemmbranas
celulares y estan sialiladas son los gangliésidos y los gfiogelipidos, que
contienen uno o0 mas residuos de SA y por lo tanto estan cargadosamegates a
pH 7 (Figura 3). Los gangliésidos se sitlan en la capa exterta membrana
plasméatica actuando como receptores de algunas toxinas, comadedzlo la del
tétanos, participando en la transmisién de los impulsos nerviastogsyfenémenos
neurofisiolégicos, asi como en la regulacion del crecimientdacey en algunos
procesos celulares (Cabezas y Calvo, 1984).

Entre las células que tienen membranas con alto contenido @st8@ las
endoteliales vasculares y las células sanguineas. Debido egaunegativa, el SA
evita la adhesién de las células sanguineas a las membrdaasékilas vasculares
(Born y col., 1985). En contraparte, la pérdida de SA en las meathd las células
endoteliales podria favorecer la interaccion del endotelio vaismaalos leucocitos
0 con moléculas plasmaticas, como LDL. Esta interaccion haelamonada con el

proceso aterotrombdético (Nassimizadeh y col., 2010).

Localizacion y funciones del SA en el plasma.En el plasma, el SA se encuentra
ligado al extremo terminal no reductor de las glicoproteinapr&encia, ademas de
mantenerlas solubles en el plasma (aun a las proteinas m@®Micls como las

globulinas), les proporciona la estabilidad necesaria para su fumigma 6ptimo
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en la circulacion sanguinea. ElI SA, también influye en la vigaiande las
glicoproteinas y tiene un efecto de blindaje contra el atagteotitico endégeno o
exégeno (Varkiy col., 1992).

Una de las lipoproteinas mas vinculadas con el proceso ateroticmmtet
LDL, es una de las proteinas plasméaticas que tiene SA eegin rapoproteica
(Tertov y col., 1993). La Apo B-100, es una glicoproteina con 20 sittengiales
de N-glicosilacion, de los cuales estan glicosilados genemgdmhasta 16 sitios
(Yang y col., 1986; Taniguchi y col., 1989). Del 5-9% de la mada Apo B-100 es
carbohidrato, existiendo dos tipos importantes de estructuras ohgiosac N-
oligosacaridos altos en manosa y N-oligosacaridos complejos bidoseffagura 4)
(Swaminathan y Aladjem, 1976; Taniguchi y col., 1989). El SA reptasel 10% de
los monosacaridos de los N-oligosacaridos de la Apo B-100, con 12iddosesle
SA por particula (Taniguchi y col., 1989), pero a diferencia de dtres
monosacaridos, el contenido de SA varia significativamente easreApo B
obtenidas de diferentes individuos (Swaminathan y Aladjem, 1976).

En la fraccion lipidica de la LDL, el SA constituye del 6-@éb carbohidrato
total, pero al igual que en la fraccién apoproteica, el contenidgald&tosa es
marcadamente mas alto que el del SA (Tertov y col., 1993). &wgligsidos que
son transportados por las lipoproteinas plasmaticas (el 66% deargtidégidos
solubles son transportados por la LDL y cantidades menores polipptasteinas)
también son ricos en SA, contribuyendo asi al contenido de SA @ I§Dawson
y col., 1976; Senn y col., 1989; Tertov y col., 1993). En un estudio gqueeke
realizé el aislamiento y la cuantificacion del SA de RLLdel plasma de pacientes
con enfermedad cardiovascular avanzada, se encontrdé que el giercenSA fue
menor que el de la LDL obtenida de personas sanas (del 40% ah&@®8f). Sobre
esta base, algunos autores han propuesto que la disminucion del SDdepladria
ser un buen marcador de riesgo cardiovascular (Topjouglu y col., .2010)
Aparentemente el contenido de SA de las lipoproteinas correlaiciom@damente
con el SA plasmatico total, sin embargo, aun se requieren espatimque este

aspecto deje de ser controvertido.
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Por el contrario, algunas globulinas plasmaticas como la inmunogloBdlina
polimérica, en lugar de reducir su contenido de SA lo incrementaws gratientes
gue tienen una enfermedad con riesgo de complicaciones vas¢@aresa-Plata,
2001; Vazquez-Moreno y col., 2001). Por ejemplo, la hipersialilaciota dgAl
polimérica, es un fendbmeno muy comudn en los pacientes diabéticoprgbable
gue desde el punto de vista patogénico, la hipersialilacion de écutelconstituya
una caracteristica favorable para la interaccion de la Ighlet mesangio renal,
contribuyendo con ello al desarrollo de la nefropatia por IgA @adadon la diabetes
(Wang y col., 2010).

Relacion Entre el Aumento de SA Plasmatico v el Riesgo éderotrombosis

Los factores de riesgo clasico de las enfermedades casdidares, tales
como el aumento del colesterol sérico, la hipertension artdaaDM2 y el
tabaquismo, no explican completamente el riesgo de ateroglero®l humano
(Kalela y col.,, 2000). A pesar de los multiples trabajos epulégicos y
biomédicos, aun existe un numero importante de casos en los qaeidgaple un
cuadro aterotrombotico (crénico o agudo) no puede explicarse sobre ldebkse
factores de riesgo tradicionales anteriormente citados.

La acumulacion de lipoproteinas ricas en colesterol en la passthlay su
oxidacion, seguidas por la infiltracion de los macréfagos yigmation de linfocitos
T hacia los sitios de inflamacién, parecen tener una contribuctémdeante en el
desarrollo de las lesiones ateroscleroticas (Vilarifio y 2604). Sin embargo, otros
factores se encuentran bajo investigacién, como los marcadereslamacion,
incluyendo la cuenta de leucocitos, la PCR, la homocisteirdgrinbgeno y el SA
sérico (Conseco-Avila y col., 2006).

La relacion entre el riesgo de aterotrombosis y el SA sédama de las més
estudiadas en la actualidad, pero su etiologia y su valicalson motivos de
controversias. Entre los factores que provocan confusion, estcteb e que la
concentracion de SA se altera en muchas entidades clicoras,el cancer (Zhao y
col., 2006), el embarazo (Frauke y col., 2009), las hepatopatiaasa o cronicas
asociadas con el abuso de alcohol (porgue el etanol puede dismitividad de
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la sialiltransferasa en el aparato de Golgi y puede incramémntactividad de la
sialidasa en el citosol y la membrana plasmatica) (Rongmpa2003) y estados
inflamatorios crénicos de diversa indole (Helip-Wooley y col., 2007

Ademas, se piensa que el SA podria reflejar el estrés inducidda por
aterosclerosis y estar asociado con el incremento de lasnpsot@é fase aguda;
cuando la enfermedad cardiovascular aterosclerosa se presefaatores de riesgo
cardiovascular como la dislipidemia y la obesidad central (gs&n muy
relacionados con el aumento en las respuestas de fase agudajeseenta la
proporcién de las proteinas asociadas a tales respuestas. Csate sk respuesta
de fase aguda esta regulada por citocinas proinflamatoriasque gmoailc
incremento de las proteinas plasmaticas de fase agudazautastipor el higado.
Debido a que la mayoria de estas proteinas son glicoproteinas camtanido
elevado de SA, el SA podria tener un alto valor predictivo désiarrollo de
complicaciones vasculares de la diabetes (Soedamah-Muthy 20£8).

Las evidencias experimentales de que el contenido de SA de las
glicoproteinas plasmaticas cambia en pacientes con riesgioveescular, se
obtuvieron antes de que hubiera sido caracterizada la insulina Y&dke, 2007). En
los primeros estudios, se demostré la reduccion de los niveddisioeina sérica y el
aumento de las alfa-2-globulinas, asi como el aumento del contenitexdsas,
hexosaminas y SA de las principales glicoproteinas plasmatispscialmente en
pacientes diabéticos con complicaciones microvasculares. 8spkaulado que el
contenido elevado de carbohidratos (hexosas y hexosaminas), probablesnante
reflejo de la reaccion del paciente a la enfermedad, perocasedel SA el proceso
parece ser distinto ya que se ha observado su elevacion, antgsiedsea
diagnosticada la diabetes (Gavella y col., 2003; Soechamah-Mutbl, y2@08).
Esto sugiere la existencia de alteraciones subclinicas esintasis de las
glicoproteinas que contienen SA como componente terminal (McMill@@0).
Ademas, la aterosclerosis es un proceso inflamatorio crénicolatteccon la accion
de citocinas proinflamatorias, tales como la interleucindL&) y el factor de
necrosis tumoral (TNF, por sus siglas en inglés) que exacédabg@noduccion
hepatica de glicoproteinas sialiladas, como las proteinassdeafpda (Gopaul y
col., 2006).
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Por otro lado, se sabe que la pérdida de SA en el endotelio coaduce
aumento en la permeabilidad vascular y a las concentra@tmeslas del SA libre
en plasma. Por lo anterior, los niveles elevados del SA en plpseden indicar
dafio excesivo (inflamacion crénica extensa, focos de isquemia yemoidn) del
tejido vascular (Nayak y col., 2006). Los resultados observados poergi y
colaboradores (1991), concuerdan con esta hipétesis, ya que ellos avservar
claramente en una poblacion de 54,385 de personas de ambos sexas, con
seguimiento de 20,5 afios, que la elevacion total de SA sémcaurf predictor
independiente de enfermedad coronaria (Kunuiman y col., 2004; Wakhabgaygas,
1992).

Desde el punto de vista epidemioldgico, la asociacion positive éod
niveles elevados de SA y la incidencia de enfermedadadteronaria (CAD, por
sus siglas en inglés) se ha demostrado en varios estudiokbdtg y col., 1991;
Watts y col., 1995; Rastam y col., 1996). Sin embargo debe recseogee la
informacion publicada es muy controvertida (Kalela y col., 2001)pdasentes que
han sufrido un infarto al miocardio parecen ser quienes tienen niveles
significativamente mayores de SA sérico, que otras pablesi de pacientes,
incluyendo los pacientes diabéticos (Saban y col., 2009).

En varias publicaciones se afirma que la concentracion de 8¥a®slevada
en sujetos americanos que en japoneses, incluso después deoajustiactores de
riesgo del CAD, lo cual est4d de acuerdo con su alta preialen la poblacion
americana (Lindberg y col., 1991; Zulet y col., 2007). Sin embargores estudios
no se ha encontrado diferencia significativa al comparar peasiectin CAD
(demostrada angiogréficamente) y sin CAD (Salomone y col., 1888y col.,
1999). Es probable entonces que la elevacion del contenido plasaétea esté
ligado a otros factores de riesgo del CAD, como las altas cwoac®mnes de
triglicéridos y colesterol sérico, la concentracion bajaH@d. colesterol (Zulet y
col., 2007), la alta concentracién de Apo B-100, el tabaquismpadaividad fisica
(Saban y col., 2009) y altos niveles del Lp(a) en suero, ents. ®or lo tanto, es
necesaria la agrupacion de los sujetos en cohortes con catiaatehifen definidas

para obtener informacién mas confiable.
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En los pacientes diabéticos que tienen niveles elevados deif#Aaéiesgo
del CAD parece ser significativamente mas elevado que eliaqgee no muestran
elevacion de SA (Tseke y col., 2008). Asi mismo, el SA paexcan buen indicador
de microalbuminuria en la DM2 (Nayak y col., 2008). Finalmenteniwel
experimental, se ha demostrado que el control de la glicemimceae
significativamente los niveles de SA sérico (Yanardag y u2806). Estas
evidencias provienen de un buen nimero de estudios en humanos, sin ealbargo,
faltan las que respalden claramente la importancia del SA poetictor de riesgo

de complicaciones en los pacientes con DM2.

Evaluacion de Pruebas Diagnosticas

La toma de decisiones clinicas es un proceso extremadamergkejcoen el
que debe finalmente ser valorada la utilidad de cualquier priabadstica en el
manejo de los pacientes. En este contexto, es imprescindibleecal®talladamente
la exactitud de las distintas pruebas diagnosticas, es, decicapacidad para
clasificar correctamente a los pacientes en categoria@ossen relacion con la
enfermedad (Ullibarri y col., 1998).

Clasicamente, la exactitud de una prueba diagnostica seahsdy en
funcién de dos caracteristicas: la sensibilidad y la espigeifi. Sin embargo, éstas
varian en funcion del criterio elegido como punto de corte enpeldiacion sana y
la enferma (Burguefio y col., 1995). Una forma mas global de aolaocalidad de
la prueba en el espectro completo de puntos de corte es mediaste de curvas
ROC (caracteristicas operativas del receptor, por susssigh ingles) que
constituyen una herramienta fundamental y unificadora en el prdeesealuacion

y uso de las pruebas diagnésticas.

Sensibilidad y Especificidad

Siempre que una cuestion clinica y el resultado de la pruelgaddtica
encaminada a resolverla puedan plantearse en términos de dic@prasencia o
ausencia de enfermedad), la exactitud de la prueba puedesgeéinifuncion de su

sensibilidad y especificidad diagnoésticas. Sin embargo, con muetizefcia los
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resultados de las pruebas diagnésticas estan distribuidos en alaacestinua, por
lo que es necesario seleccionar un punto de corte adecuado que Esunitia estos
resultados en dos categorias: positivo y negativo (Burguefio {1 29h).

La sensibilidad es la capacidad de clasificar correctam&nin individuo
cuyo estado real sea el definido como positivo respecto a la dondie¢ estudia la
prueba, razén por la que también es denominada fraccion de vesladsitivos
(VPP). La sensibilidad es especialmente importante cuandanieranedad no debe
pasar desapercibida y cuando el pronéstico mejora mucho coraeliénato precoz.

La especificidad es la capacidad de clasificar comesée a un individuo
cuyo estado real sea el definido como negativo. Es iguas@tado de restar a uno
la fraccion de falsos positivos (VPN; Martinez-Camblor, 2007)edecificidad es
importante cuando la enfermedad cambia la vida del enfermmbié&a cuando las
consecuencias de un tratamiento suponen un riesgo para el@nferm

No existe ninguna manera tedrica de medicién de estas dos datiaate de
una prueba. El Unico procedimiento es el experimental, sometiendo apm dg
pacientes, sanos y enfermos, clasificados mediante un método tEymmes

referencia, a la prueba a estudiar.

Valor Predictivo Positivo y Negativo

A partir de los conceptos de sensibilidad y especificidad podemas datla
tasa de falsos negativos, es decir, la proporcion de enfermaoeEroneamente
considerados negativos por una prueba; de forma similar, encordsarena
proporcién de falsos positivos, es decir, la proporcion de genten@uene la
enfermedad y es erroneamente considerada positiva por una pruebdqRdana,
2009).

El valor predictivo positivo es la probabilidad de que un individuo con
resultado positivo en la prueba, en realidad tenga la enfadnEd decir, se trata de
los enfermos con la prueba positiva de entre todas las pruebasagostste
concepto se denomina también probabilidgosteriori (Ruiz de Adana, 2009). Por
el contrario, el valor predictivo negativo es la probabilidadjae un individuo con

resultado negativo en la prueba no tenga la enfermedadi&ddrins sujetos libres
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de enfermedad y con una prueba negativa dentro de todos aquoellosacprueba
negativa (Fernandez P, 2003).

La Curva ROC

Es un grafico en el que se observan todos los pares sensiegjidificidad
resultantes de la variacion continua de los puntos de corte en ltodnge de
resultados observados (Burguefio y col., 1995). En el eje “y” de coordeseadita
la sensibilidad o fraccion de verdaderos positivos, definido coencexpuso
anteriormente. En el eje “x” se sitta la fraccion de fatexsitivos 6 1-especificidad.
Una prueba con discriminacion perfecta, sin solapamiento de resuttadas dos
poblaciones, tiene una curva ROC que pasa por la esquina supgrierda, donde
sensibilidad y especificidad toman valores maximos. Una pruelsissiiminacion,
con igual distribucién de resultados en los dos subgrupos, da lugar énemaa |
diagonal de 45°, desde la esquina inferior izquierda hasipdaier derecha.

De acuerdo con Zweig y Campbell (1993), el uso de las curvaseRO&
evaluacion de pruebas diagnésticas presenta algunas ventajas: pendiefges de
la prevalencia, ya que la sensibilidad y especificidad serant en distintos
subgrupos; proporcionan una comparacion visual directa entre pruebas ecalma es
comun; no requieren un nivel de decisién particular porque esta inchddoel

espectro de puntos de corte posibles.

El Area Bajo la Curva

El area bajo la curva ROC (ABC) estima la capacidaduda prueba
diagnéstica para distinguir o discriminar entre enfermos y nareofe Si el ABC
valiese 1 (uno) la prueba seria perfecta, ya que clag&ifiah00% de los enfermos
como enfermos y al 100% de los exentos de enfermedad como sanos.bin sam
el ABC valiese 0.5 existiria la misma probabilidad deifitas a un enfermo como
sano que como enfermo; es decir, un area con valor de 0.5 es una poueba
informativa. Swets (1988) interpreta el ABC de la siguienteeraa valores entre 0.5
y 0.7 indican baja exactitud, entre 0.7 y 0.9 pueden ser Utilasjgaunos propdésitos

y un valor mayor de 0.9 indica exactitud alta. Por otro lado, fmoidad de
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discriminacion de la prueba diagnéstica puede evaluarse estirehimtervalo de
confianza de la curva ; si el intervalo no incluye el valor 8¢l@.prueba es capaz de

discernir entre enfermos y sanos.
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MATERIALES Y METODOS

Disefio de Estudio

El presente estudio fue un estudio no aleatorizado, transversatyaiseal y
analitico, con dos poblaciones de sujetos: un grupo de 73 pacien@d2ate una
clinica de primer nivel de atencién y un grupo control de 31 adyttremrtemente
sanos, para estimar la validez del &cido sidlico sérico (@#)o predictor de

complicaciones vasculares en pacientes con diabetes mighldus

De los 104 sujetos de estudio se tom6 una muestra sanguinea venosa
preprandial para determinar la concentracion sérica de dosadoegs de
inflamacion (SA y proteina C.reactiva), asi como los ntames de control
glicémico vy lipidico.. Todas las determinaciones fuerorizadds en el Laboratorio
de Bioquimica Clinica del Departamento de Medicina y Cieragak® Salud de la

Universidad de Sonora.

El estado clinico de los pacientes y los controles, fuerm@iado por
exploracion fisica y la historia clinica obtenida durante Enmaisemana en la que se
obtuvieron las muestras de sangre venosa. El tratamientoctdégi@o de los
pacientes fue obtenido de los expedientes electrénicos de la ¢lifmanacion
clinica secundaria) y cotejado con la informacion obtenida en eentoren que se
realizé la historia clinica (informacion clinica primaria)aytoma de muestra. El
estado clinico de los sujetos fue confirmado y aceptado paaadisis solo cuando
hubo una concordancia del 100% entre la informacién primaria y la selegidar
pacientes con expediente clinico incompleto y/o que no fueron valorados
clinicamente en la semana en la que se realizé la tonmaudstra sanguinea no
fueron incluidos en el estudio.
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Seleccién de la Poblaciéon de Estudio

Se traté de una muestra no probabilistica de 73 pacientes condeNdZ a
85 afios de edad, 27 hombres y 46 mujeres, elegidos por convenienclzase e
datos del Programa de Atencion Integral al Paciente Diabéfie la Unidad de
Investigacion Epidemiolégica y en Servicios de Salud del IMSS. pacientes
procedian una clinica de primer nivel de atencion de HermoSitapra y la
valoracion clinica fue realizada en la semana en la que sddomdstra sanguinea;
se incluyeron exclusivamente los pacientes que estaban neldbieatamiento
hipoglicemiante y/o hipolipemiante. Invariablemente, la includ®tos pacientes en
este estudio estuvo supeditada al otorgamiento escrito de suntgoiesgo
informado (Anexo I).

Por tratarse de un estudio analitico, se integré un grupo control coije8is
adultos euglicémicos, aparentemente sanos. El estado de s#bsdadeltos de este
grupo, fue confirmado clinicamente y mediante la determinacidasdearcadores
de glicemia y perfil de lipidos. Cabe destacar que para eoafaste grupo control,
se valoraron clinicamente 188 personas adultas aparentementeSsarerabargo,
tras la valoracion de laboratorio y la aplicacion subsecuentlsderiterios de
exclusion y eliminacion (hiperglicemia en ayuno, hipertension akteonsumo de
alcohol excesivo o consumo crénico de antioxidantes, durante losesas previos

a la toma de muestra sanguinea) solamente quedaron en etgntnpb31 personas.

Obtencién de la Muestra Biolégica

Las muestras sanguineas (10 mL) fueron obtenidas después deodn geri
ayuno de 8-12 horas, por puncién venosa. La sangre fue colectada eal ttdios,
sin y con anticoagulante (EDTA), y centrifugada por 15 minuto®@03pm para
separar el suero, del paquete globular. Una alicuota de suendilizeda para
estimar la concentracion de los analitos de control gliagsnigidico, mientras que
el resto fue almacenado a -30 °C hasta su procesamiento marantiicacion de
proteina C-reactiva (PCR) y SA.
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Estimacién de Analitos Sanguineos

Los analitos séricos glucosa prepandial (GOD-PAP; Anexo lbtefimas
totales (Biuret; Anexo Ill), aloimina (Purpura de bromocresolxaAn¥), creatinina
(Jaffé sin desproteinizacion, AnexoV), colesterol total (CHOM®PAnexo VI) y
sus fracciones, lipoproteina de alta densidad (HDL, método depifaeidin con
acido fosfotingstico/CHOD-PAP; Anexo VII), lipoproteina de bagasidad (LDL;
Precipitacion con Heparina/CHOD-PAP; Anexo VIII) vy triglickrs (GPO-PAP;
Anexo IX) fueron estimados por métodos enzimaticos automatizados (Randox ®
E.U.A). La cuantificacion de hemoglobina glicada (HbAlc)eedla cabo mediante
un ensayo de inmunoafinidad de Randox ® (E.U.A; Anexo X). La estimafz
PCR se realizé por nefelometria (The Binding Site, Birminght.K; Anexo XI).

Cuantificacion de SA en las Muestras Séricas

Se realizdé por medio del ensayo colorimétrico de la casa c@ainBoche ®
(Mannheim, Alemania). Esta técnica se basa en la liberaci@AdgAcNeu) de los
glicoconjugados, por la accion de una neuramidasa. En presentaaAddNeu-
aldosa, el AcNeu es convertido a N-acetiimanosamina y poued piruvato es
oxidado (por la piruvato oxidasa) a acetil fosfato,, @@eroxido de hidrégeno, en
presencia de Mggldinucledtido adenina flavina (FAD) y pirofosfato tiamina (T.PP)
El perdxido de hidrégeno formado (que es equivalente al AcNeu libnedecido
por la peroxidasa (POD), en presencia de 4-aminoantipirindfAfg-y N-etil-N-2-
hidroxietil-3-toluidina (EHTM), dando un compuesto colorido (rojo) que absarbe
550 nm (Anexo XIlI).

Analisis de los Resultados

El andlisis descriptivo de las variables de control glicémlipidico y
proteinas plasmaéticas se llevé a cabo mediante medidas deciahdentral y de
dispersién. Dado que se observé una distribucién no normal, se etegiieiba no
paramétrica U de Mann-Whitney para evaluar las diferenci@e &s medianas de
las variables de los dos grupos de estudio. La relaciénlestraveles de SA y los

de glucosa plasmatica, HbAlc, colesterol y sus fraccioneaticiysi triglicéridos,
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proteinas totales, albumina, PCR y creatinina, fue exammadante el coeficiente
de correlacién de Spearman. En todos los casos se probaron higetssscolas, y
valores dep < 0.05 fueron considerados estadisticamente significativoa. 63
grupo de pruebas se usé el paquete estadistico STATA 10.0.(EUA

La sensibilidad, la especificidad y los valores predictd®$SA y PCR fueron
estimados por medio del teorema de Bayes (Anexo Xlll). Padi taeexactitud de
la prueba de SA y PCR, se realiz6 la curva de caraatasigiperativas del receptor
(ROC) utilizando como punto de corte el asignado por el equipo coneecgh (>
60 mg/dL para SA) y para PCR3# mg/L) utilizando por diversos estudios (ref).
Este calculo fue realizado con el paquete estadistico MedCalc (Ro&dical

Calculators, Mariakerke, Belgium).

28



RESULTADOS Y DISCUSION

El interés despertado en los Ultimos afios por la deteridimalte la
concentracion sérica de acido sialico (SA) en pacientesliabetes mellitus tipo 2
(DM2) se asocia con su aparente utilidad como marcador de dasgjovascular
(Matthew y col., 2004; Soedamah-Muthu y col., 2008). Sin embargo)raetnia no
hay consensos sobre la utilidad de la medicion de SA para edtimiasgo de
complicaciones vasculares en los pacientes con diabetes mghdus /DM2). En
este trabajo se cuantificd la concentracion de SA en un grupo deciéBtpa con
diabetes mellitus tipo 2 (DM2) de una unidad de primer nivel deiaten®édica de
Hermosillo, Sonora, para estimar la exactitud con la que |bamdefine el riesgo de
complicaciones en estos pacientes.

La edad media de los pacientes fue de 61.8 afios (+ 9.6)jcEtnEmente
mayor (p < 0.05) que la de un grupo de 31 personas normoglicémicas, &pareat
sanas que se utilizé como control (50.7 afios de edad * 9.8). Poazstala edad
fue considerada como variable de ajuste.  En la Tabtamuestran los valores de
los parametros metabdlicos analizados (perfil glicémico ymlip& proteinas
plasmaticas) y las caracteristicas clinicas de loep&es al momento de ingresar al
estudio. El impacto de la hiperglicemia como factor de riesgoodeplicaciones
vasculares en la DM2, estd ampliamente documentado (UKPDS, 1988) esa
razon, al evaluar el estado metabdlico general de las pwi#aces indispensable
estimar su control glicémico. En este trabajo, los valoneslios de glucosa
preprandial en los pacientes (168 + 79.69 mg/dL) y hemoglobina glieHmRl¢;
9.69% + 3.64) fueron la evidencia bioquimica directa del descafticémico de los
pacientes. Ademas, el 54.7% de los pacientes mostré valoghscdsa preprandial
y HbAlc por arriba de los valores superiores normald2@>mg/dL y >7.%,
respectivamente) aceptados por el Comité de Expertos éetBsay la Asociacion
de Diabetes Americana (ADA 2011).
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Tabla I. Caracteristicas clinicas y variables metabdlicas dgrigms de estudio.

Variable Pacientes con DM Controles Valores de Valor de p
n=73 n=31 Referencia | Comparacion
de medianas
Md Media Md Media
* (DE) + (DE)

Sexo (%) - -
Femenino 63 70 - -
Masculino 37 30 - -

Edad (afios) - 61.89.6 - 50.7 £9.8 - -

Tratamiento con

hipoglicemiantes

orales (%) 63.4 - - - - -

Hipoglicemiantes

orales + insulina (%) 15.2 - - - - -

Insulina(%) 211 - - - - -

Estatina y/o Fibratos

(%) 411 - - - - -

Complicaciones (%) 68 - - - - -
Renales 2.7 - - - - -
Oftalmoldgicas 9.5 - - - - -
Vasculares 59 - - - - -

Glucosa (mg/dL) 142 168.79.7 90 89.64.7 70-110 <0.05

Colesterol (mg/dL) 180 187.84.5 181 176.924.3 <200 NS

Triglicéridos (mg/dL) 138 149.776.3 103 106.835.2 <150 <0.05

HDL (mg/dL) 47.4 50.814.1 46 50.737.6 > 50 NS

LDL (mg/dL) 93 113.660.5 100 89.335.4 <100 NS

PCR (mg/L) 7.0 12.812.9 1.93 4.56.5 <38 <0.05

SA (mg/dL) 75 77.619.1 49 48.816.3 <60 <0.05

Proteinas totales (g/dL) 7.2 7.240.7 6.3 6.440.7 6.0 <0.05

AlbUmina (g/dL) 43 4.240.8 3.8 3.840.7 4.0 NS

p < 0.05 fue considerada significativa
Md= Mediana

NS = diferencia no significativa

DE= desviacion estandar

Curtosis Gobal = -0.0395

Sesgo Global=-0.7868
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El porcentaje de pacientes con descontrol glicémico observado en est
estudio es superior al reportado en estudios nacionales (HernandeziRouoal.,
2011) y depende, entre otros factores, del tratamiento farmacobfugccecibe el
paciente. Por esta razon, es importante el registro adecuadtad@formacion asi
como de cualquier cambio en el tratamiento derivado de la mefarg contra-
referencia en los expedientes electronicos de los pacieimesm8argo, sélo en el
71% de los pacientes se pudo precisar el tratamiento farmacopigemito por el
médico tratante (Tabla Il), lo que demuestra la reduciddiatbiidad de tal
informacion.

Al comparar la glicemia preprandial entre los subgrupos derias tratados
con los distintos esquemas hipoglicemiantes (datos no mostrad@®),encontraron
diferencias significativas (p= 0.6687), pero si en los niveledldlc (p= 0.05;
Figura 5); el porcentaje medio de HbAlc en los sujetos diabédtieode 11.97%,
una cifra muy superior a la recomendada. Al ajustar estésignal tiempo de
diagnéstico (datos no mostrados) no mostré diferencia significgibrgue lo que
estos resultados no se debe a esta variable (tiempo de dieghd&Sticuenta y siete
(78%) de los pacientes no tenian un adecuado control glicémico (HFAQ%>de
acuerdo con los criterios internacionales de la ADA (2011). eCsdialar que
la gama de esquemas terapéuticos prescritos a los pacidatela Il) esta
respaldada por las practicas institucionalizadas para &btda la DM2 en México,
pero en ella no se recogen los acuerdos internacionales n&gagaue sugieren
limitar el uso de hipoglicemiantes orales a las etapas sgua se observa una
respuesta pancreatica 6ptima (ADA, 2011). En México no se elalfiancion
pancreética y a pesar de las diferencias en el tiempo dediag de la diabetes asi
como las diferencias clinicas y bioquimicas entre los pasiembese individualiza la
estrategia terapéutica Estas podrian estar entre lass ganadebles del descontrol
glicémico de los pacientes, sin embargo tendran que realizitsbos especificos
destinados a la identificacion de los factores que determinaraletontrol de los

pacientes con DM2.
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Tabla Il. Esquemas terapéuticos hipoglicemiantes prescritos a los sige¢ssudio con DM2.

Esquema terapéutico
Insulina/
Metformina/ Insulina/ Insulina/ glibenclamida/
Metformina Glibenclamida glibenclamida Insulina metformina glibenclamida metformina  Se desconoc
Variable N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) Total
HbAlc
>7.0% 3(4.10 5(6.84 13(17.80 11(15.06 2 (2.73 1(1.36 4 (5.47 18 (24.65 57 (78.08
<7.0% 3(4.10) 2(2.73) 7 (9.58) 1(1.36) 0 0 0 430) 16 (21.92)
Total 6 (8.2 7 (9.58 20(27.38 12(16.42 2(2.73 1(1.36 4 (5.47 21 (28.75 73 (100.0C
Tiempo de diagndstico
(afios)
Oa¢ 2(2.73 2(2.73 6(8.21 0 0 0 1(1.36 10 (1%.69) 21 (28.76
5a10 1(1.36) 3(4.10) 8 (10.95) 8(1p.95 O 0 0 1(1.36) 21(28.76)
Mas de 1( 3(4.10 2(2.73 6 (8.21 4 (5.47 2(2.73 1(1.36 3(4.10 10 (13.69 31 (42.46)
Total 6 (8.2) 7 (9.58) 20 (27.38) 12(16.42) 2 (2.73) 1(1.36) 4 (5.47) 21 (28.75) 73 (100.00)

N= nlimero de pacientes

%= proporcion de pacientes que tienen prescritipelgficemiante
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Figura 5. Comparacion de los niveles medianos de HbAlc en los pacientes con
DM2 agrupados por su tratamiento hipoglicemiante.

Se observé mejor control de HbAlc en los pacientes tratados cdormied,
glibenclamida o con la combinacién de ambos.

0. Sin tratamiento 9.4% 3.3; 1. Metformina 7.7% 1.9; 2. Glibenclamida 8.1% +

2.6; 3. Insulina 11.3%_ +3.9; 4. Metformina/glibenclamida 8.9% + 3.9; 5.
Metformina/insulina 17%_+0.5; 6. Glibenclamida/insulina 11.1% 3.42 y 7.
Metformina/insulina 10.3 % ©.8.
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El descontrol glicémico de los pacientes incluidos en edtediesfue
superior al de otras publicaciones en las que se ha buscadordefaostportancia
del SA como marcador de complicaciones vasculares. Por ejeffgltayabashi
(2005) y Nayak (2006) observaron que la concentracion de HbAlc en sus
poblaciones problema fue de 7.5 y 6.4%, respectivamente; ambossvakién
considerablemente cercanos a los valores recomendados por |§280D1 y son
una demostracion de que es posible lograr un buen control glicémicasen |
poblaciones de pacientes con DM2.

Por otra parte, aunque se ha reportado (Martinez-Hernandez y Chavez-
Aguirre, 2007) que el descontrol glicémico en la DM2 casi sienegta asociado
con dislipidemia, otro problema de salud que afecta al 31.24%osdedultos
mexicanos (Aguilar-Salinas y col., 2001), en este estudio no servabsn
diferencias significativas entre las medianas del cotdstiatial, colesterol de alta y
baja densidad, entre el grupo de pacientes diabéticos ypa gontrol, y aunque se
encontraron diferencias en las medianas de los triglicériddda(Tg los valores
medianos de los lipidos sanguineos se encontraron dentro de los valores
recomendados por la ADA (ADA, 2011), lo que sugiere que las esamteg
terapéuticas institucionales (IMSS), basadas en la fpesger de estatinas y/o
fibratos, han sido efectivas para el control lipidico erpémsentes diabéticos.

A pesar de lo anterior, de los 57 diabéticos que mostraron ndeldbAlc
>7.0%, el 47.4% tuvieron niveles altos de LDL (> 100 mg/dL)4%12% presentd
hipertrigliceridemia (>150 mg/dL) y el 22.8% manifestd dislgmia mixta (>150
mg/dl de triglicéridos y >200 mg/dL de colesterol). Aunque, l@ijgliceridemia
afect6 a un porcentaje menor de pacientes con DM2, que el reportadapitar-
Salinas (2001) y el de Austin (1998) quienes mostraron que la hifiegnidemia es
la dislipidemia mas comun en México con una prevalencia paognte diabético
del 74%, nuestro estudio sugiere nuevamente que con las estrédegeguticas del
IMSS para el control de las dislipidemias, se ha alcanzadocomtol de la
hipertrigliceridemia en la mitad de los pacientes con DM2.

Por otra parte, la concentracién de proteinas totales fodicgafvamente
mayor en el grupo de pacientes diabéticos que en los controles (lJabla

Tradicionalmente no se le ha asignado un significado clinico &lestcion (Diaz,
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1996), pero se ha sugerido que el incremento de las proteinas egritggsendiente
de la respuesta inflamatoria de fase aguda (Nigam y col., Z2@6heva y col.,
2002). En este sentido, la elevacién de la PCR observada en uro reignéicativo
de los pacientes de nuestro estudio, sugiere la validez kipdeesis, ya que se
observd que la concentracion de la PCR fue significativammeat®r (p<0.05) en
los pacientes que en los controles (Tabla I; Figura 6); laamadi7.0 mg/L) se
apreci6 por arriba de los valores de referencia (< 3.8)mg/

Por otro lado, la comparacién de los niveles de SA sérice lestgrupos de
estudio (Tabla I; Figura 7) mostr6 que los pacientes tienen umaacén
significativa de este carbohidrato (concentracion mediana de 75 hugidlelacion
a los controles (49 mg/dL); esta diferencia es estadistidensggnificativa (p <
0.05), ubicandose por arriba de los valores de referencia (<60 mg/@§ ha
demostrado que la concentracion de SA correlaciona directamemtéa cedad
(Crook, 1998); por esta razén fue necesario comparar la concentiact entre
los pacientes y los controles utilizando la edad como varnigbégustelLa diferencia
fue significativa (p<0.05) en los valores medios de SA del gogmbrol (49.9_+
15.2) y del grupo con DM2 (77.419.5).

Otro variable que podria haber sesgado los resultados de nsstlio éue
la raz6n mujeres:hombres (que fue de 1.70 en el grupo de pagietees44 en el
grupo control), pues de acuerdo con estudios previos (Crook y col., 12988t W
col., 2003) el contenido de SA en algunas de las proteinas séricas e
significativamente mayor en las mujeres (Crook, 1998). Talakencias clinicas se
contraponen con los resultados experimentales, que han demostradasque |
gonadotropinas hipofisiarias tienen mas SA cuando se exponen a leeteatsgue
cuando se exponen al estradih el presente estudio, al comparar globalmente los
niveles de SA, se observé una mayor concentracion media de SA bonhbres
(73.2 +24.1) que en las mujeres (69.5128.5) (p<0.05), pero al estratificar los
grupos de estudio de acuerdo a su estatus clinico, no se obsergacdifen la
concentracion sérica de SA entre las mujeres y hombresrufgb gle pacientes
(p=0.1705) ni del grupo contrgb€0.1223), lo que
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Figura 6. Comparacién de la concentracibn mediana de PCR entre el grupo de

pacientes con DM2 y grupo control.

La concentracion mediana de PCR en el grupo control (1.93mg/L) lydeabéticos
(7.0 mg/L) fue significativamente diferenig<(0.05).
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Figura 7. Comparacién de los niveles de SA sérico entre el grupo denfExieon
DM2y el grupo control.
La mediana en el grupo con DM2 fue de 75mg/dL, significativammatgor O <

0.05) que la del grupo control de 49 mg/dL, existiendo una diferegoificativa.
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parece estar mas de acuerdo con la idea de que la infldehcaxo en los niveles
séricos de SA todavia es un aspecto controvertido (Hangloo ¥2@Q).

Para descartar el impacto de la diferencia numérica lestdos grupos (73
pacientes y 31 controles) sobre los resultados, se estimé el ptakdistco de la
variable de interés (SA) (Colimon 1990). Los resultados demastran poder
estadistico -1} del 100% (Anexo XIl), lo que implica que las diferencias
observadas en la concentracion de SA entre ambos grupos no pueden caaaxpli
por un error aleatorio.

Otro objetivo importante del presente trabajo, era el de bisgatencial
correlaciéon entre la concentracion de SA y los parametros deolctiptdico y
glicémico, con el fin de obtener informacion preliminar que ogidaturos estudios
para la demostracion de asociaciones causales. Al respégimosa estudios
muestran evidencias de la relacion entre la concentracion de Y.DEA
(Nassimizadeh y col., 2010). el 47.4% tuvieron niveles altd>de(> 100 mg/dL),
el 49.12% presentd hipertrigliceridemia (>150 mg/dL) y el @®2.&hanifestd
dislipidemia mixta No obstante, el analisis de regresion iadar entre la
concentracion de SA y los parametros bioquimicos (marcadores dal ginémico
y lipémico) no mostraron correlaciones significativas.

Si bien, los niveles de SA y PCR fueron superiores en |bgtiias que en
los controles, no se demostré una asociacion lineal entre loesndelPCR y el SA
(B = 0.7947, r= 0.1753; Figura 8). Es probable que la relacion entre des
marcadores de inflamacién no sea lineal, porque la PCResrsblde las proteinas
de fase aguda silailadas; otras proteinas de fase aguda, lzomamsferrina,o
ceruloplasmina, fibrin6geno y la haptoglobina podrian contribuir al aomenia
concentracion de SA en los pacientes. La proporcion de paciente$\ alrvado
(92%) fue mayor que el porcentaje de pacientes con PCR alta (63§ag sugiere
gue el incremento de las proteinas mencionadas podria contaitbaielevacion del
SA.

Se ha sugerido que la utilidad del SA, como marcador de irdiamas
superior al de la PCR (Zulet y col., 2007) y que esta directi@melacionada con la
concentracion sérica de proteinas totales, sin ser el reflegsared del papel del SA

en la lesion vascular (Salomone y col., 1998; Wu y col., 1999 su participacion
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Figura 8. Relacion entre la concentracion de SA y niveles de proteirea@iva
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en la severidad de las lesiones vasculares. En este estudirservo la asociacion
lineal entre estas dos variableB ¢{e 10.3198, r = 0.1461; Figura 9) que
probablemente tendria mayor fuerza en la medida en la que sedntasen el
namero de pacientes incluido en el estudio fue menor al deestiudios (Réganon
y col., 2002).

Por otro lado, los resultados obtenidos por grupos de investigadareseto
de Pickup y Crook (1997), muestran que los pacientes con DM2 y sindrome
metabdlico (SM) tienen concentraciones elevadas de SA sédc@sk razén, se
piensa que la DM2 es una manifestacion de la respuesta dguddsesastenida que
sufren los pacientes con SM. Ademas, es probable que este pregedoesultado
de la retroalimentacion positiva de citocinas proinflamago(la-6, TNFw) que
exacerban la aterosclerosis y estimulan la produccion hepdgicglicoproteinas
sialiladas, conduciendo al incremento de proteinas de fase agudia glevacion
concomitante de la concentracion de SA (Gopaul y Crook, 2006).

En apoyo a la hipétesis anterior, Nigam (2006) en un estudio traakyee
incluyé a un numero pequefio de sujetos no diabéticos (28) y de individuos con
intolerancia a la glucosa o glucosa de ayuno alterada (78), mosti€vhcion de la
PCR y de la IL-6 y aunque los resultados no alcanzaron significastidistica, las
concentraciones fueron mas elevadas en los sujetos con altesein la glucosa
gue en los no diabéticos (Nigam y col., 2006).

Aun cuando el aumento significativo de SA y PCR en los pacientes
diabéticos, sugirid la prevalencia de un estado inflamatodicico en los pacientes,
se demostré que el mayor porcentaje de pacientes con eleva@énteerian algun
tipo de complicacion de la DM2. De los pacientes con descontrohigioé(57
pacientes) expresado por un nivel de HbAlc > 7.0%, el 12.3% mostrd
complicaciones oftalmoldgicas (SA Md=76.14 mg/dL), el 3.58@les (SA Md= 73
mg/dL), el 33.3% cardiovasculares (SA Md=83 mg/dL) y el 29&¥%culares
periféricas (SA con Md=77 mg/dL). De los pacientes con un buerotgfitémico
(16 pacientes en total), el 6% presenté complicaciones carditesEs; con una
mediana de SA de75 mg/dL. Este ultimo resultado sugiere queramdila de la
glicemia, la utilidad de la medicion del SA podria brindar imfacion de la

evolucion de la DM2 a mediano y largo plazo.
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Figura 9. Correlacion de la concentracion de SA con los niveles de protetalest
(PT). Los datos arrojaron ufiade 10.32, con r = 0.1461.

Para definir el valor del SA como marcador de complicacienes grupo de
pacientes incluido en el estudio, se calcul6 la curva de cdstictes operativas del

receptor (ROC, por sus siglas en ingles), utilizando los pumtasode asignados
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como valores de referencia por el equipo comercial de_S#0 (mg/dL para SA) y
de PCR (3.4 mg/L) para PCR.

En la Figura 10 se muestra la prediccion de ROC para SélleEse aprecia
un area bajo la curva (ABC) de 0.75611, con IC (intervalo deacta) de 95%
(0.63953, 0.83870), se obtuvo una sensibilidad de 92.85% y una espetitieida
40.78%. El valor predictivo positivo (VPP) fue de 36.61% y el valedictivo
negativo (VPN) de 93.93%. En el caso de PCR (Figura 11) sevdbsna ABC de
0.63440 1C95% (0.5090, 0.7590), una sensibilidad de 75.00%, especificidad de
36.84%, VPP de 20.45% y VPN de 73.07%. De acuerdo con los resultadososrroja
por el andlisis, la elevacion de SA tuvo mayor valor diagr®gtca complicaciones
vasculares en comparacion con la PCR (0.75 vs 0.63).

En un estudio prospectivo, Ridker y colaboradores (2002), demostraron que
la PCR es un predictor de riesgo mas potente que LDL, con arda bajga (ROC)
de 0.64vs 0.60. Cabe apuntar que la PCR no suplanta el valor de las LDL en la
prediccidon de riesgo cardiovascular, pero podria ser consideradauc@nqrueba
adjunta a la determinacion de esta lipoproteina. Otro estudel de Sanchez-
Soriano y colaboradores, quienes al igual que en nuestro estuttieranfque el
SA es una prueba de mayor utilidad de diagnéstico (comparado con BGRha
ABC de 0.70, 35% de sensibilidad, 85% de especificidad y 82% de paldictivo
negativo. Cabe sefialar que aunque el niamero de pacientes fusne 73
pacientes) que en nuestro estudio, el grupo control fue mayor (353 asjyiéo que
puede explicar las diferencias en los valores de sensibilidapgegi&cidad entre el
estudio de Sanchez-Soriano y colaboradores y el que aqui se pregeedar e lo
anterior, el ABC es consistente, favoreciendo la hipotesigidda medicién de SA
puede ser un mejor marcador de inflamacién independiente de la paiedenia
complicacion vascular o del riesgo de adquirirla posteriormente.

Finalmente, cabe destacar quela relacion etioldgica lartiperglicemia y el
aumento en la concentracidn sérica de se conoce soélo parcialb@enbépotesis que

entrelazan su origen, forman parte de la disfuncion qobserva en los pacientes
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Figura 10. Curva ROC de SA y la presencia de complicaciones vassudarda
poblacién de estudio.

El area bajo la curva (ABC) fue de 0.75611 con un IC95% (0.63953, 0.83870),
p<0.001, z=5.10

43



100

80 S
8  60FfF LA
S .
é - s ® A e
(72} I T .
= 40 . ;
n R T ABC 0.6344(

p= 0.0357
20 - z=2.04

.......

0 20 40 60 80 100

100-especificidad
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El area bajo la curva (ABC) fue de 0.63440 con un IC (0.509690).
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con DM2 en diversos tejidos, como el hepatico, el tejido adipodoendwtelial
(Englyst y col., 2006). Es probable que el incremento de SAossgideba tanto a la
exacerbacién de la respuesta de fase aguda, que trae adraigaeento de proteinas
altamente sialiladas, como a la desialilacién de glicopraselocalizadas en la
superficie de los adipocitos o de las células endoteliales.

En este dltimo aspecto, debe considerarse el hecho de que un cdtatager
de pacientes tienen diferentes grados de obesidad como plrtevdéucion natural
de la DM2, y que a su vez la obesidad esti asociada conderlea@ion de los
procesos inflamatorios cronicos. Entonces es posible que el imtced® SA sea
también el resultado de la desialilacion permanente dglitaxproteinas de los los
adipocitos, que al perder el &cido sidlico terminal son ackrpda lectinas
hepaticas, como la galectina 3. En este proceso aumenta paealidael SA sérico
(Sharony, 2004).

Fnalmente, la pérdida de &cido sidlico de las proteinas etebrana de
células como los adipocitos y células endoteliales (Englysttdl., 2006; Ciaraldi,
1989), no solo contribuye al aumento del SA en el torrente circulatarmién
afecta las actividades celulares normales complicando autandésfuncionalidad
metabdlica de los pacientes con DM2. Por ejemplo, la desiéfilael receptor de la
insulina, reduce su afinidad por la insulina, incrementando con eeltesistencia
periférica a la hormona y la hiperglicemia de los pacgeri@&orden y col., 1989).

Aunque se requieren mas estudios para evaluar el impacto de todos los
procesos asociados preliminarmente con el aumento del SA sérios pacientes
con DM2, y confirmar la utlidad del SA como predictor desg® de
complicaciones, este estudio brinda evidencias preliminaliesas para avanzar en

el conocimiento del problema.

45



CONCLUSIONES

El descontrol metabdlico de la mayoria de los pacientes con DM2) (64%
incluidos en este estudio, fue evidenciado por el incrementdicigivo en
las concentraciones de glucosa, HbAlc, proteinas totalesglicétidos. En
un alto porcentaje (92%) de los pacientes que tuvieron alteraconks
marcadores de control glicémico y lipidico, se observaron también

concentraciones elevadas de PCR y SA.

. ElI 78% de los pacientes con niveles de HbAlc > 7.0%, el 41u¥i#rdn
niveles altos de LDL, el 49.12% hipertrigliceridemia R 2I8% dislipidemia
mixta, evidenciando que el descontrol glicémico conllevaealignes en el
perfil lipidico en los pacientes.. El 68% de los pacientes destontrol
glicémico, tenian el SA sérico elevado y presentaron una 0 mAas

complicaciones vasculares de la diabetes.

. Nuestros hallazgos sugieren que el SA sérico es un marcador b@muim
valido como predictor de complicaciones en pacientes con diabetdésisnell
tipo 2. El analisis ROC mostré un area bajo la curva de 0.75 p&#rs que

es semejante al de otros estudios (0.70)

. Los niveles de SA sérico §® mg/dL) tienen una capacidad del 92.8% para
identificar correctamente la presencia de complicaciones gratisntes con
DM2, y un valor predictivo negativo del 93.9%, lo que implica questigra
capacidad elevada de identificar (y alternativamentead@sy el riesgo de

complicaciones.
. El SA parece ser una prueba de mayor valor para el diagntestippano de

complicaciones vasculares (ABC de 0.75 y sensibilidad de 92 .§5%&da
PCR (ABC 0.65 y sensibilidad de 67.85%).
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ANEXOS

Anexo |

Carta de Consentimiento Informado

Yo

manifiesto haber sido invitado (a) por la Universidad de Sonora,gaaticipar
en el proyecto “Determinacion de los Niveles de SA Sérico amieRtes con
Diabetes Mellitus Tipo 2 de la Unidad de Medicina Familiar Nod&7IMSS”,
cuyo objetivo es el de “Determinar los Niveles de SA $éeic Pacientes con
Diabetes Mellitus Tipo 2 de la UMF No. 37 del IMSS”.

Me han informado que los resultados de este proyecto podrian ayudar a
identificacién y tratamiento oportuno de las complicaciones vassulgue
presentan pacientes con diabetes mellitas tipo 2. También meftianado que

si acepto participar en el estudio donaré una muestra de sengsa\tomada en

ayuno de 8-12 horas de 10 mL y que el procedimiento tiene riesgivsas.
Como puntos finales de este consentimiento, me han informado ogue |
resultados serdn manejados en forma confidencial y que puedor dezidi

participar en el estudio.

Firma de Aceptacion para participar en el proyecto

Lugary Fecha
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Anexo Il

Glucosa
Cat. No. GL2623

La glucosa se determina después de su oxidacién enzimatiddoagkwonico en
presencia de glucosa oxidasa. En un proceso catalizado por una perogidasa
peréxido de hidrégeno producido por la oxidacion de la glucosa, se reduce, oxidando
asi al indicador 4-aminofenazona; la quinoneimina resultante eslde rojo-

violeta.

Glucosa + @+ H,0 92— Acido glucénico +HO,

2H,0, + 4-aminofenazona + fendi®®>— quinoneimina + 4D

Reactivos

1. Reactivo GOP-PAP
Tampon fosfatos 50 mmol/L, pH 7.0
Fenol 11 mmol/L
4-aminofenazona 0.77mmol/L
Glucosa oxidasa > 1.5k U/L
Peroxidasa >1.5kU/L

2. Patron glucosa 5.5 mmol/L (100 mg/DlI)

Procedimiento. Se realiza a una longitud de onda de 500 nm con una celda de 1
mm de espesor a una temperatura de 37 °C y se mide frentetizorbéanco. Se
pipetea en tubos de ensayo, 5 pL de muestra, suero control, patida glestilada a

los tubos correspondientes y se agrega 500 pL de reactivo de ghucada tubo.
Posteriormente se mezcla e incuba minimo durante 10 min a 37e%pués de lo
anterior se mide la absorbancia del patron y la muestrie fad reactivo blanco antes

de 60 min.
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Anexo Il

Proteina Totales
Cat. No. TP 1630

En medio alcalino, los iones cupricos, interaccionan con los ergapéslicos de las

proteinas formando un complejo coloreado.

Reactivos
1. Reactivo Biuret

Hidréxido sodico 20 mmol/L
Tartrato Na-K 32 mmol/L
Yoduro potasico 30 mmol/IL
Sulfato cuprico 12 mmol/L
2. Patron 60 mg/L

Procedimiento. Se realiza a una longitud de onda de 546 nm con una celda de 1
mm de espesor a una temperatura de 25 °C y se mide frentetizorbéanco. Se
pipetea en tubos de ensayo, 10 puL de muestra, patron, suero cagual giestilada

a los tubos correspondientes y se agrega 500 pL de reactivo degwdtaales a
cada tubo. Posteriormente se mezcla e incuba 30 min 25e%pués se mide la

absorbancia del patron y la muestra frente al reactivo hlanco
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Anexo IV

AlbUmina
Cat. No. AB 388 A

La albimina en suero se une cuantitativamente con el indicadalibfoBno-o-

cresol sulfoftaleina (purpura de bromocresol BCP). El compliéjanana-BCP

presenta una absorcion méaxima a 600 nm.

Reactivos

1. Tampdn acetate sodico.
Purpura de bormocresol 0.07 mol/L pH 5.2

Conservador Brij 35

2. Patron 45 g/L

Procedimiento. Se realiza a una longitud de onda de 600 nm con una celda de 1
mm de espesor a una temperatura de 25 °C y se mide frentetieorétanco. Se
pipetea en tubos de ensayo, 2.5 puL de muestra, suero control) yaagua
desionizada a los tubos correspondientes y se agrega 500 uL d® @acibamina

a cada tubo. Posteriormente se mezcla e incubar durante 22mifCa Después se

mide la absorbancia del patron, suero control y la muestntefal reactivo blanco.
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Anexo V

Creatinina
Cat. No. CR 510

La creatinina en solucién alcalina reacciona con acido picrica femar un
complejo coloreado. La cantidad del complejo formado es directanproporcional

a la concentracion de creatinina.

Reactivos

1. Estandar 177 umol/L/(2 mg/dL)
2. Acido picrico 35 mg/dL
3. Hidréxido sbdico 0.32 mg/dL

Preparacion de los reactivos
Mezclar volimenes iguales de soluciones 2 y 3. Estable duradfas3

cuando se conserva entre 15y 25 °C.

Procedimiento. Se realiza a una longitud de onda de 500 nm con una celda de 1
mm de espesor a una temperatura de 25°C y se mide freitee &eapipetea en
tubos de ensayo 30 pL de muestra, suero control y patron a los tubos
correspondientes y se agrega 300 pL de reactivo de creatingadaa tubo.
Posteriormente se mezcla y se lee la absorbangcial Aabo de 30 segundos.

Exactamente 2 min se lee la abosrbancide\ patron, suero control y muestra.
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Anexo VI

Colesterol
Cat. No. CH 200

El colesterol se determina después de hidrélisis enzimaogalgcion. El indicador
quinoneimina se forma a partir de peroxido de hidrogeno y 4-amingirenaien

presencia de fenol y peroxidasa.

colesterolesteresa

Ester de colesterol + colesterol + 4cidos grasos

Colesterol + @ olesteroksteresa agtan-3.0na +49,

2H,0, + fenol + 4-aminoantipirina®442s2 qinoneimina + KO

Reactivos

1. Reactivo
4-aminoantipirina 0.30 mmol/L
Fenol 6 mmol/L
Peroxidada >0.5mL
Colesterol esterasa > 0.15 U/mL
Colesterol oxidasa > 0.1 U/mL

2. Patrén 5.17 mmol/L (200 mg/dL)

Procedimiento. Se realiza a una longitud de onda de 500 nm con una celda de 1
mm de espesor a una temperatura de 37 °C y se mide frentetieorétanco. Se
pipetea en tubos de ensayo, 5 pL de muestra, suero control, denifmtios patron
y reactivo a los tubos correspondientes y se agrega 500 pL deaekectolesterol a
cada tubo. Posteriormente se mezcla e incubar minimo duramée 225 °C 0 5
min a 37 °C. Después se mide la absorbancia del patrén y lstrendiente al

reactivo blanco.
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Anexo VII

Lipoproteina de alta densidad (HDL)
Cat. No. CH 204A

Las lipoproteinas de baja densidad (LDL y VLDL) y las dranes de quilomicrones
precipitan cuantitativamente al afiadir 4cido fosfotugstico esepoia de iones de
magnesio. Después de centrifugar, la concentracion de colestetetermina en la

fraccion de HDL que queda en el sobrenadante.

Reactivos
1. Acido fosfotungstico 0.55 mmol/L
2. Cloruro de magnesio 25 mmol/L

Preparacion de reactivos

Semi-microensayo. Prediluir el reactivo precipitante en podor4+1 con agua
bidestilada (diluir el contenido en el frasco de 80 mL con 20 mL d& ag
bidestilada). El reactivo diluido es estable hasta la feahacabucidad con
conservado entre 2 y 25 °C. El patron esta listo para su stshl€&hasta la fecha de

caducidad almacenado entre 2y 8 °C.

Procedimiento. El patrén no debe usarse en el paso de precipitdiénipitacion.
Se pipetea en tubos para centrifuga 20 pL de muestra y coatlipidos y agregar
50 pL del reactivo de precipitacion diluido. Posteriormente ezclar e incuba 10
min a temperatura ambiente. Al término de la incubacion, sgifoga 2 min a
12000 rpm y se Separa el sobrenadante y se realiza la detéémida colesterol a

una longitud de onda de 546 nm, antes de que transcurran 2 horas (Anexo IV
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Anexo VIII

Lipoproteina de baja densidad (LDL)
Cat. No. CH 1351

Las lipoproteinas de baja densidad (LDL) se precipitan por meda htparina en
su punto isoélectrico (pH 5.04) después de la centrifugaciorpgsditeinas de alta
densidad y las de muy baja densidad permanecen en el sobren&ssamtese

pueden determinar por medio de métodos enzimaticos.

Reactivos

1. Heparina 50, 000 IU/L
2. Citrato sédico 0.064 mol/L, pH 5.04
3. Patrén 1.29 mmol/L (50 mg/dL)

Determinacién del no LDL colesterol
El patron de 50 mg/dL no debe usarse en el paso de precipitacipne@®e hacer

con patrén o con factor.

Precipitacion. Se pipetea en tubos para centrifuga 8 uL de muestra y control de
lipidos y agregar 80 pL del reactivo de precipitacion. Posteeiole se mezcla e
incuba 10 min a temperatura ambiente. Al término de la incbihase centrifuga 15
min a 4000 rpm. Se determina la concentracion de colesterol dehadante antes

de que transcurra la hora siguiente a la centrifugacion (Anexo 1V)
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Anexo IX

Triglicéridos
Cat. No. TR 210

Los triglicéridos se determinan a partir de la hidrélisis reética con lipasas. El
indicador es una quinoneimina formada por la reduccion del peréxido dgdmdr,

a partir de la 4-aminofenazona y 4-clorofenil, bajo la inflisenzatalitica de

peroxidasa.

Reactivos

1. Tampo6n
Tampon pipes 40 mmol/L, pH 7.4
4-clorofenol 5.4 mmol/L
lones de magnesiio 5.0 mmol/L
ATP 1.0 mmol/L
Peroxidasa > 0.5 U/mL
Glicerolkinasa > 0.4 U/mL
Glicerol-3-fosfato oxidasa > 1.5 U/mL
Azida sbdica 0.05%

2. Reactivo enzima
4-aminoantipirina 0.4mmol/L
Lipasa > 150 u/mL

3. Patron 2.29 mmol/L (200 mg/dL)

Preparacion de reactivos

Reconstituir un vial de reactivo enzima 2 con 15 mL de tampén 1.

Procedimiento. Se realiza a una longitud de onda de 500 nm con una celda de 1
mm de espesor a una temperatura de 37 °C y se mide frentetizorbanco. Se
pipetea en tubos de ensayo, 5 pL de muestra, suero control, denifmtios patron

y reactivo a los tubos correspondientes y se agrega 500 uL diévaede
triglicéridos a cada tubo. Posteriormente se mezcla incubatdus min a 37 °C. Se
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mide la absorbancia del patrén, suero control, control de lipidosnyédatra frente

al reactivo blanco antes de 60 minutos.

Anexo X

Glicohemoglobina (HbAlc)
Cat. No. HA 3830A

La presencia de HbAlc en la muestra se mide mediante agidtinen latex,

compitiendo la glucohemoglobina con los anticuerpos monoclonales HbAlc.

Reactivos
1. Desnaturalizador de hemoglobina
Pepsina porcino, tampon y conservador
2. Reactivo de hemoglobina total
Hidroxido de sodio
3. Reactivo 1: Anticuerpo HbAlc
Suero de albumina bovina, tampdn, surfactantes y conservadores.
4. Reactivo 2: Aglutinador HbAlc
Hapteno HbAlc unido covalentemente al polimero suero albumina

bovina, buffer, conservadores surfactantes.

Preparacion de la muestra. Se mezcla 10 pL de sangre total con 400 uL del
reactivo desnaturalizador. El primer paso del procedimient@luora el
pretratamiento de la muestra de sangre total. Se lisaélldascrojas y se provoca la
hidrolisis de la hemoglobina por la accién de una enzima proteasenfween el

reactivo desnaturalizador de hemoglobina.
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Calibracién. Se requiere la serie de calibradores cat. Numero HA3444 gara |
calibracion de hemoglobina total se utiliza el calibrador nimero 1la derie.

Mientras que para la fraccién HbAlc, se utilizan los calitweas del 1 al 6.

Procedimiento para HbAlc. Se realiza a una longitud de onda de 620 nm con una
celda de 1 mm de espesor a una temperatura de 37 °@nigesdrente a aire. Se
pipetea en tubos de ensayo, 125 pL de reactivo 1 HbAlc y 5 pL de (@atpy
muestra pretratada, sangre control a los tubos correspondienitesul&e5 minutos

a 37 °C y se agrega 125 pL de reactivo 2 HbAlc. Posteriormemez=cla y se lee

la absorbancia inicial al cabo de 30 segundos y de nuevo al cabuidato.

Célculo de HbAlc. Anotar el cambio de absorbancia de cada uno de los estandares
del 1 al 6 y graficar el cambio de absorbancia contra caacgm interpolar en la
grafica el cambio de absorbancia del problema para obtermmtntracion de
HbAlc en g/dL.

Procedimiento para hemoglobina total. Se pipetea 300 uL de reactivo de Hb total
y 24 uL de patrén y de muestra pretratada a los tubos de ensagpaodientes. Se
incuba 10 minutos a temperatura ambiente y se lee la absorbanti ldanco de

reactivos a 620 nm.

Anexo Xl

Proteina C Reactiva
ZK044.L.R.

La determinacién de la concentracién del antigeno soluble por &sdas
nefelométricos se basa en la reaccién con el anticuerpo uniduagitzula de latex
para formar un complejo insoluble. Cuando la luz es pasada adeaigsuspension
formada, una porcion de la luz es emitida y detectada por un fototdmadantidad
de luz emitida es directamente proporcional a la concentracigrotddna especifica

en la muestra.
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Reactivos

1. Reactivo de PCR humana
Consiste de un antisuero monoespecifico cubierto de microparticulas de
poliestireno, suministrado en forma liofilizada. Contiene 0.09@%zida de
sodio como preservativo. Cada vial se reconstituye con 600 pL de agua
destilada y dejandose estabilizar por 30 minutos antes de su uso.

2. Carta magnética de PCR
Es codificado con los detalles de la curva de reaccion péote ekspectivo
del reactivo. Esta carta es el reactivo especifico yrenite puede ser usado
para este lote de reactivo. La curva de la carta ha sidorpdepasando
calibradoresecundarios que han sido calibrados contra CRM470.

3. Buffer
Para usarse con este lote de reactivo de PCR. Contiene 0.0%fcalele
sodio.

4. Controles
Estos consisten de un pool de suero humano normal y son suministrados e
forma liofilizada. Reconstituir en 0.5 mL de agua destilgddejandose,
estabilizar por 15 minutos. Contienen 0.099% de azida de sodio HATA
y 0.01% de benzamida.

Procedimiento. Se realiza una dilucion de la muestra 1/40. Se agrema@elda 20
pL de la muestra diluida, 400 uL del buffer de PCR y 40 pL detir® de PCR.
Se checa si el numero de lote es el mismo. Se colocad el aparato indica el

resultado.
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Anexo XlI

Calculo del poder estadistico

P1 91.78%
P2 16.12%
n 73

C; m=c*n 0.4
Seguridad 95%
PODER ESTADISTICO 100%

P1. Proporcion de diabéticos que tienen SA elevaddO(mg/dL)

P2. Proporcion de personas aparentemente sanas que tienen SA ée@@do
mg/dL)

n. Tamafo de muestra de expuestos

¢; m=c*n. Numero de personas aparentemente sanas por cada pacieftteadiab

Seguridad Nivel de confianza o seguridad del estudio.
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Anexo XllI

Teorema de Bayes

Al comparar los resultados de la prueba a evaluar (sensibilida
especificidad) y el diagndéstico de referencia, existen cuatibiledes que se
resumen en una tabla de contingencia de 2x2 (Tabla 1). A paitrtdbla se
puede definir el valor predictivo del resultado positivo (VPP) yvalor
predictivo negativo (VPN).

Tabla 1. Comparacion de resultados de la prueba a evaludrdiagrestico

verdadero.
Diagndstico verdadero
Enfermos Sanos
Resultado Verdadero Falso
Fruzba positivo positivo positivo
estudiada Resultado Verdadero Falso
negativo negativo negativo
Sensibilidad= Enfermos positivos VP
Total de enfermos VP + FN
Especificidad= Sanos negativos VN
Total de sanos VN + FP
VPP= VP
VP + FP
VPN= VN
VN + FN
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Tabla de contingencia para la evaluacion del valor de diagnddticBA para

complicaciones vasculares (CV) en la poblacién de estudio.

SA CVv No CV Total
p + (>60 mg/dL) 26 45 71
p- (<60 mg/dL) 2 31 33
Total 28 76 104

Tabla de contingencia para la evaluacién del valor de diagodsiProteina C

Reactiva (PCR) para complicaciones vasculares (CV) pobacion de estudio.

PCR CVv No CV Total
p+(>3.4mg/lL) |19 41 60

p- (<3.4 mg/L) 9 35 44
Total 28 76 104

Comparacion de la sensibilidad, especificidad y valoresgiiens de SAy PCR.

SA Proteina C Reactiva
Sensibilidad 92.28 67.85
Especificidad 40.78 46.05
VPP 36.66 20.45
VPN 93.93 73.10
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