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RESUMEN

Se ha sugerido que los pacientes con diabetes
mellitus tipo 2 (DM2) presentan concentraciones
séricas altas de homocisteina (Hcys). En este trabajo,
se demostré6 hiperhomocisteinemia y descontrol
metabdlico en un grupo de 47 pacientes con DM2
de una unidad de primer nivel de atencion médica
de Hermosillo, Sonora. La Hcys se midi6 por HPLC
con detector fluorométrico y los marcadores de
control metabdlico fueron estimados por métodos
colorimétricos, el acido sialico (SA) por un método
enzimatico, la proteina C reactiva (PCR) de alta
sensibilidad por nefelometria, y la hemoglobinaAlc
(HbA1c) por inmunoafinidad. Los niveles de Hcys de
los pacientes (15,55 pmol/L; Rl = 11.6 - 18.8) fueron
significativamente mayores (p<0,05) que los de un
grupo de 17 adultos no diabéticos, pareados por sexo
y edad (11,2 ymol/L; Rl = 10,9 - 12,3). Solamente en
los pacientes con DM2 se encontrd asociacion de la
Hcys con el LDL-col y con la depuracion de creatinina

plasmatica, ademds de niveles elevados de HbATc,

glucosa, triglicéridos, proteinas totales, PCR, SA vy
creatinina, sugestivos del descontrol metabdlico e
inflamacién crénica de los pacientes. Se recomienda
realizar nuevos estudios,para estimar el valor de laHcys
como factor de riesgo de complicaciones vasculares
en los pacientes con DM2.
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ABSTRACT

It has been suggested that patients with type 2
diabetes mellitus (T2DM) have higher homocysteine
(Hcys) serum concentration. In this study, we
demonstrated hyperhomocysteinemia in a group of
47 patients with T2DM from a first level Unit Care of
Hermosillo, Sonora, and evidences of uncontrolled
diabetes were found.The Hcys was measured by HPLC
with fluorometric detection and markers of metabolic
control were estimated by colorimetric methods (sialic
acid (SA) by an enzymatic method, high sensitivity
C-reactive protein (CRP) by nephelometry, and
hemoglobin Alc (HbA1c) by immunoaffinity). Hcys
levels in patients (15.55 mmol/L, RI=11.6-18.8) were
significantly higher (p<0.05) than those from a group
of 17 adults without diabetes (11.2 ymol/L, RI=10.9 -
12.3),matched by sex and age.An association between
Hcys and LDL-chol or plasma creatinine clearance was
only found in patients with T2DM. Also, high levels of
HbA1c, glucose, triglycerides, total protein, CRP, SA,
and creatinine were found, which suggested a state
of uncontrolled diabetes and chronic inflammation.
Further studies to estimate the value of Hcys as a
risk factor for vascular complications in patients with
T2DM is recommended.

Key words: Type 2 diabetes mellitus,
hyperhomocysteinemia, uncontrolled diabetes.
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INTRODUCCION

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es un desorden
plurimetabdlico que se caracteriza por hiperglicemia
crénica.Este puede ser el tinico signo al diagnosticarse
la enfermedad, pero progresivamente se deteriora de
la funciéon de 6rganos como los ojos, los riflones y el
corazén (Fowler,2011).Por ello,y porque la prevalencia
de DM2 en México es muy alta (14.4%; ENSANUT,
2006), la diabetes es una de las principales causas
de discapacidad prematura y muerte en adultos en
México.

Enlos pacientes que sufren diabetes,laenfermedad
macrovascular es de dos a seis veces mas frecuente que
en las personas normoglicémicas (ADA, 2011).La base
patogénica de esta complicacion es la aterosclerosis,
en cuyo desarrollo estd implicada la dislipidemia,
la inflamacién endotelial crénica y la acciéon de
compuestos oxidantes tales como los radicales de
oxigeno (Hadiy Suwaidi, 2007).

Estudios recientes sugieren que el aumento de
homocisteina (Hcys) sérica contribuye también al
desarrollo de la aterosclerosis (Cérdoba y Meneses,
2002). La Hcys es un aminoacido azufrado originado
metabdlicamente de la metionina,que al elevarse en el
sueroparticipaenlaformaciéndecompuestosoxidantes
con poder aterogénico (Vasan et al., 2003). Al parecer,
el aumento de Hcys en suero (hiperhomocisteinemia)
también produce la activacion de algunos factores de
la coagulacién e inactivacion de los anticoagulantes
naturales, favoreciendo asi la formacién de trombos
y el dafio del endotelio vascular (Cérdova y Meneses,
2002; Spijkerman et al., 2005). Por estas razones, la
medicion de Hcys sérica podria ser de utilidad para
estimar el riesgo de complicaciones vasculares de la
diabetes (Spijkerman et al., 2005). Sin embargo, hasta
ahora no se acepta a la hiperhomocisteinemia como
marcador de complicaciones vasculares, porque en
varios estudios no se ha observado diferencia en los
niveles de Hcys entre pacientes diabéticos y personas
sanas, y porque no ha sido facil la demostracion de
la relacién entre la hiperhomocisteinemia y otros
factores de riesgo de enfermedad macrovascular
(Pavia et al., 2000). Es probable que las inconsistencias
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entre las diferentes publicaciones se deban a que los
estudios se han hecho sin considerar otros factores
de riesgo macrovascular (Spijkerman et al., 2005).
También es posible que las diferencias en los resultados
publicados internacionalmente, se deban a que no
hay homogeneidad en los disefios ni en los criterios
de seleccion de los grupos de pacientes y controles, o
bien a la influencia de factores étnicos.

El objetivo de este estudio fue estimar la
concentracion de Hcys sérica y su posible correlacion
con algunos de los parametros de control metabdlico
en un grupo de pacientes con DM2 de una unidad
de primer nivel de atencién médica de Hermosillo,
Sonora.

MATERIALES Y METODOS
Tipo de investigacion

Se trata de un estudio no aleatorizado, transversal,
observacional, realizado en 47 pacientes con diabetes
mellitustipo2 (31 mujeresy 16 hombres)deunaUnidad
de Medicina Familiar de Primer Nivel de Hermosillo,
Sonora, México, para estimar la concentracion sérica
de Hcys y su potencial correlacion con los pardmetros
de control metabdlico de los pacientes.

Criterios de seleccion de los pacientes

Los 47 pacientes incluidos en el estudio fueron
seleccionados por conveniencia entre un grupo de
73 pacientes del Programa de Atencién Integral al
Paciente Diabético, de la Unidad de Investigacion
Epidemioldgica y Servicios en Salud, del Instituto
Mexicano del Seguro Social (IMSS) que asisten
bimensualmente a la consulta externa de Medicina
Familiar. Se solicité el consentimiento, escrito y
voluntario, de los pacientes para participar en el
estudio. Se excluyeron y/o eliminaron aquellos
pacientes con hiperhomocisteinemia congénita,
enfermedades hepaticas crénicas no relacionadas
con la diabetes, cancer, consumo de mas de una copa
de vino de mesa al dia, o que hubieran tenido un
consumo crénico de antioxidantes, multivitaminicos
y/o acido félico, o alguna infecciéon durante los seis
meses previos a la toma de muestra sanguinea. Los
pacientes con expediente clinico incompleto y/o que
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no fueron valorados clinicamente en la semana en la
que se realizé la toma de muestra sanguinea tampoco
fueron incluidos en el estudio.

Por tratarse de un estudio analitico, se integré
un grupo control a partir de la valoracién clinica y
de laboratorio de 188 adultos aparentemente sanos.
Después de aplicar los mismos criterios de inclusién
y exclusién, utilizados para formar el grupo de los
pacientes, de los 188 sujetos solamente quedaron en
el grupo control 17 personas.

Estimacion de parametros metabdlicos

Todos los analitos utilizados para estimar el control
metabdlico de los pacientes fueron cuantificados
por métodos enzimaticos colorimétricos de la casa
comercial Randox ® (U.S.A). La concentracién de
glucosa preprandial fue estimada por el método de
glucosa oxidasa (GOD-PAP, Cat. No. GL2623), proteinas
totales por el método de Biuret (Cat. No. TP 1630),
albumina por el método de purpura de bromocresol
(Cat. No. AB 388 A), creatinina por el método de Jaffé
sin desproteinizaciéon (Cat. No. CR 510),el colesterol
total por el método CHOD-PAP (No. Cat. CH200) y sus
fracciones, lipoproteina de alta densidad (HDL, Cat.No.
CH204A) por su precipitacion con acido fosfotungstico/
CHOD-PAP, lipoproteina de baja densidad (LDL, Cat.
No. CH 1351) por el método de precipitacion con
heparina/CHOD-PAP vy los triglicéridos por el método
GPO-PAP(Cat. No. TR 210). La cuantificacién de
hemoglobina glicada (HbA1c,Cat. No. HA 3830A) para
estimar el control glicémico de los pacientes con DM2,
se hizo por medio de un ensayo de inmunoafinidad.La
estimacion de proteina C reactiva (PCR) se realizé con
un método nefelométrico de la casa comercial The
Binding Site (No.Cat.ZK500R U.K.) y la cuantificacién de
acido sialico (SA) se hizo con un ensayo colorimétrico
de la casa comercial Roche ® (No. Cat. 10 784 192 001,
Alemania).

Determinacion de homocisteina

Todos los reactivos utilizados en este trabajo
fueron de grado analitico, para espectroscopia y/o
HPLC. La DL-homocisteina, tri-n-butilfosfina (TBP),
dimetilformamida (DMF), &cido tricloroacético
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(TCA), amonio7-flourobenceno-2-oxa-1,3-diazol-
4-sulfonato (SBD-F), L- glutation, fosfato de sodio
monobasico,fosfatodesodiodibésico,acidoclorhidrico,
acido ortofosférico y el metanol fueron adquiridos en
Sigma Chem Co. (St. Louis MO, U.S.A.). El acetato de
sodio, hidroxido de sodio, Na,EDTA, acido acético y el
acido borico fueron adquiridos en Fermont, México. El
borato de sodio en J.T. Baker, México y el acetonitrilo
fue de Burdick & Jackson (Muskegon, MI, U.S.A.).

Para la determinacion de Hcys en las muestras
séricas, se empled un sistema para HPLC ProStar
(Varian, Inc., USA), con una bomba ProStar modelo
240, detector de fluorescencia ProStar modelo 363 e
inyector Rheodyne con asa de 50 pL. Para controlar y
calcular los parametros cromatograficos se utilizd el
programa Galaxie acoplado al sistema HPLC.

Condiciones cromatograficas. Se utilizé una
columna Microsorb C-18 (de 100 mm de longitud por
4,6 mm de didmetro interno y 5 um de tamafo de
particula;Varian,Inc.,USA),acoplada a una precolumna
de 5 cm con caracteristicas de empaque iguales a la
columna (Varian, Inc,, U.S.A). Se realizaron corridas
isocraticas, a T mL/min por 15 minutos, con solucién
reguladorade fosfatos 0,1 M, pH 3,0,con CH,CN al 4%(v/
v) como fase movil, ajustada con acido ortofosforico.
El sistema cromatografico fue equilibrado durante 1 h
antes de cada corrida y el detector de fluorescencia se
ajusté a una longitud de excitacion (Aex) de 386 nm
y una longitud de emisién (Aem) de 516nm (Araki y
Sako, 1987).

Obtencion de la muestra sanguinea. La muestra
sanguinea se obtuvo por puncién venosa, previo
ayuno de 10-12 h, en tubos Vacutainer de 10 mL, sin
anticoagulante. Después de que se formé el coagulo,
dichas muestras se centrifugaron durante 15 min
a 3,000 rpm. El suero obtenido fue fraccionado y
congelado a -30°C, para su conservacion hasta la
determinacién de Hcys. Este proceso se realizé en
menos de 2 h, manteniendo las muestras sanguineas
en hielo para evitar el incremento en la concentracion
de Hcys por su continua produccién y liberaciéon
eritrocitaria a temperatura ambiente (Malinow et al.,
1994).
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Preparacion del suero. La determinacion de Hcys
se realizé en 500 yL de suero problema (o control)
descongelado. El suero fue incubado con 50 yL de TBP
al 10 % en DMF, en reposo, durante 30 minutos a 4 °C.
Posteriormente, se le anadieron 500 pL de NaEDTA
1 mM, en TCA al 10%, mezclando vigorosamente por
10 segundos. Luego la mezcla se centrifugé a 1000 g
durante 5 minutos a 4°C. Una alicuota de 200 pL del
sobrenadante fue incubada con 400 pL de solucién
reguladora de boratos y 200 yL de SBD-F (1mg/mL
del fluorégeno en amortiguador de boratos 0,25 M,
pH 9,5), en bano de agua 60°C, por 60 min. Después
de enfriarse, se filtré la muestra derivatizada con filtros
Millipore de 0,22 ym de punto de corte y 13 mm de
didmetro (Arakiy Sako, 1987).

Preparacion del estandar y de la curva. La curva
estandar de Hcys se preparé con DL-homocisteina al
95% de pureza (Sigma Chem Co, St Louis Mo, U.S.A.) en
unintervalo de 0,05-10 pg/L.Para ello se pesaron 0,001
g del estdndar que se disolvieron en 1 mL de solucion
amortiguadora de boratos 0,1 M, pH 9.5 con Na_EDTA
2 mM.A partir del estdndar de 1 mg/mL, se prepararon
las concentraciones de 0,05,2,6 y 10ug/mL. A 200 pyL
de cada dilucién se le agregé un volumen de solucion
reguladora de boratos 0,25 M, pH 10,5 con Na,EDTA 4
mM y SBD-F.Esta mezcla se incub6 en bafio de agua, a
60°C, por 60 min; después se enfrid y se filtrd con filtros
Millipore de 0,22 ym de punto de corte y 13 mm de
didmetro (Arakiy Sako, 1987).

Analisis de la informacion. Se determiné la
distribucion de los valores de Hcys, asi como de los
valores de los marcadores de inflamacién y de control
glicémico del grupo de pacientes y del grupo control.
Una vez descartada la distribucién normal de los
valores individuales de Hcys (sesgo = 3,79 y kurtosis
= 18,40) y de los marcadores metabdlicos restantes,
se realizo el analisis estadistico de los resultados con
el programa JMP versién 5.0.1 (SAS Institute, Carolina
del Norte, U.S.A.). El significado de las diferencias de
las medianas entre los grupos (pacientes y controles)
fue estimado por la prueba U de Mann-Whitney. Las
diferencias fueron consideradas estadisticamente
significativas con p<0,05.Se determind el coeficiente
de Spearman, tomando como variable dependiente
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a la Hcys y como variables independientes a los
marcadores de control metabdlico.

RESULTADOS Y DISCUSION

A pesar de la importancia que tiene el conocer el
grado de descontrol metabdlico y la potencial utilidad
de biomarcadores como la Hcys para definir el riesgo
de complicaciones de la DM2, son escasos los estudios
publicados al respecto en México. En este trabajo,
se cuantificd la concentracion de Hcys sérica, por
cromatografialiquida de alta resolucién alta resolucion
(HPLC, High Performance Liquid Chromatography,
por sus siglas en inglés), para estimar su posible
correlacién con la concentracién de acido sidlico
sérico, proteina C-reactiva, y con los marcadores de
control glicémico y lipidico, en un grupo de pacientes
con diabetes mellitus tipo 2 (DM2) de una unidad
de primer nivel de atencion médica de Hermosillo,
Sonora.De los 47 pacientes incluidos en el estudio, 17
(36,17%) presentaron complicaciones. Dos de estos
17 pacientes (11,8%) presentaron complicaciones
renales, seis (32,3%) complicaciones oftalmicas y 10
(58,9%) complicaciones cardiovasculares.

La Hcys es un analito muy sensible a los cambios
de pH y concentracion de sal (Andersson et al., 1992),
pero ademds es muy sensible a la luz (Dudman et al.,
1993). Por esta razon, la separacién del suero de las
muestras sanguineas venosas y su almacenamiento a -
30°C se realiz6 en menos de 2 h (Malinow et al., 1994).

La estimacion de la concentracién sérica de Hcys
se realizé por HPLC segun el método de Ubbink et
al. (1991), utilizando una fase mévil con un pH acido
(pH = 2,1) para protonarlos grupos carboxilo del
complejo SBD-homocisteina, prolongar su tiempo de
retencion en la columna cromatografica y obtener
una mejor resoluciéon. El pH utilizado en la fase movil
en dichas investigaciones se encuentra en el rango
recomendado por algunas casas comerciales (entre
2,0 y 7,5) para preservar la integridad de la fase
estacionaria (CosmoBio, Argentina).

Elmétodo cromatografico se estandarizé partiendo
de las condiciones analiticas originales de Ubbink et al.
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(2001), con excepcion del pH de la fase movil, que se
preparé a un pH acido en el rango de 3,0 a 4,8, para
lograr una buena repetibilidad. Se realizaron cinco
diferentes corridas isocraticas con el estandar de Hcys,
manteniendo la composicion de la fase movil (fosfato
de sodio dihidrogenado, 0,1 M, con CH.CN al 4%, a
pH acido ajustado con &cido fosférico concentrado),
pero con el pH ajustado a cinco diferentes valores: 3,0,
4,2,4,4,4,6y 4,8 (Andersson et al., 1992). En la figura
1, puede observarse que la resolucién de la Hcys fue
mejor a pH 3,0.

El andlisis de la resolucion del método, se realizd
separando una mezcla de dos estandares: Hcys y
glutation; este ultimo, es un tiol muy abundante en

20.000'—Lw

15.00c§ pH=4.8

O]

el suero, por lo que la demostracién de su separacion
optimadelaHcys eraun paso preliminarindispensable
para aceptar el método estandarizado. Los resultados
de este ultimo ensayo pueden observarse en la
figura 2, en la que se presentan los cromatogramas
caracteristicos de la separacion de los estandares
utilizados. En ellos, se puede observar que con la fase
movil a pH 3,0 (fosfato de sodio dihidrogenado, 0,1 M,
con CH,CN al 4 %,a pH 3,0 ajustado con acido fosférico
concentrado), el tiempo de retencién (Tr) de la Hcys
fue de 2,50 min, mientras que el Tr del glutatién fue de
5,03 min. En esta corrida cromatogréfica, la resolucion
de los tioles fue similar a la obtenida por Ubbink et al.
(2001).

0 1 2 3 4 5 8
Tiempo (min.)

Figura 1 Corridas isocraticas realizadas con una fase mévil a cinco diferentes pH.

Figure1 Chromatograms of homocysteine using one mobile phase at five different pH values.
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Figura 2 Corridas isocraticas realizadas con el estandar de homocisteina y con una mezcla de estandares

homocisteina-glutatién.

Figure 2 Isocratic chromatography of a homocystein estandard and a mixture of homocysteine-glutathione.

Con estos resultados, se obtuvo el tiempo de
retencion esperado (2,5 min para la Hcys) para estimar
la concentracidon de Hcys de los sueros problema y
control; la curva de calibracién de Hcys, obtenida con
un gradiente lineal de 1,875 a 375 umol/L, tuvo un
coeficiente de correlacion de 0,99 y un coeficiente de
variacién menor al 1%.

Los resultados de los pardmetros bioquimicos
analizados en los pacientes incluidos en este trabajo
se presentan en la tabla 1. En dicha tabla, se puede
observar que la concentracidon de Hcys sérica de los
sujetos sanos (grupo control) estuvo en el rango de
10,2 a 39,2 ymol/L con una mediana de11,2 (RI=10,9
- 12,3) umol/L, una concentracién significativamente
menor (p<0,05) a la de los pacientes con diabetes,
en quienes se observd que la concentracién de
Hcys estuvo entre 10,3 y 93,03 pmol/L, con una

8

mediana de15,55 (Rl = 11,6 - 18,8) umol/L (Tabla 1).
La concentracion mediana de Hcys en los pacientes
corresponde, de acuerdo con Soberén et al. (2004), a
una hiperhomocisteinemia moderada. Se ha visto que
los niveles de Hcys disminuyen significativamente
cuando los pacientes toman suplementos vitaminicos,
como vitamina By acidofélico (Fabianetal.,2011),pero
ni los pacientes ni los controles incluidos estuvieron
influidos por este factor.

Soinio et al.(2004) hicieron un analisis prospectivo
de siete anos en el que evaluaron los niveles de Hcys
enuna poblaciénfinlandesa de pacientes con diabetes,
cony sin eventos vasculares, para buscar la asociacion
entre laconcentracion de Hcysylos eventos vasculares.
En sus resultados observaron que los hombres que
habian padecido alguna complicaciéon mostraron
una concentracion de 11,4 + 4,8umol/L mientras que
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en los que no la padecieron fue de 10,2+ 4,8 umol/L
(p=0,013); en la mujeres fue de 10,1 £ 3,4 contra 9,4 +
3,9 umol/L (p=0,038),respectivamente.Esto demuestra
la importancia de realizar un analisis por género
cuando se presenta este factor de sesgo en los grupos
de estudio. En el presente trabajo, se demostré que
la variable género no influyé los resultados de Hcys,
porque el numero de pacientes de sexo masculino y
femenino fue similar entre los grupos de estudio;de los
47 pacientes con diabetes mellitus, 31 fueron mujeres
(65,9%) y 16 fueron hombres, mientras que en el caso
de los 17 controles, 11 fueron mujeres (64,7%) y seis
hombres. Lo anterior, demuestra la homogeneidad de
las dos poblaciones en cuanto al género se refiere.

Al comparar la edad de los dos grupos de estudio,
si se observo una diferencia significativa, siendo mayor
la edad de los pacientes (Mediana = 62,5; Rl 53 - 68)
(p<0,05) que la de los controles (Mediana=51,0;RI 44,2
- 63,75). La influencia de la edad sobre los niveles de
Hcys, ha sido demostrada en estudios previos (Fabian
et al., 2011), pero en el presente trabajo, la diferencia
en la concentracién de Hcys entre los pacientes y
los controles, fue significativamente diferente aun
después de ajustar el andlisis con la variable edad, lo
que significa que la concentracion superior de Hcys en
los pacientes no fue debida a que su edad fue mayor
que la de los controles.

No existen valores dereferenciadelaconcentracion
de Hcys sérica en adultos mexicanos, pero al comparar
nuestros resultados con los valores reportados a
escala internacional, observamos que el 54% de los
pacientes tuvo una concentracién de Hcys por arriba
del rango normal de 5 a 15 pmol/L sugerido por
Soberén et al., 2004, en el proyecto Accién Concertada
Europea de Homocisteina y Enfermedades Vasculares.
Esta concentracién fue significativamente superior
(p<0,05) a la observada en los controles y puede
clasificarse como hiperhomocisteinemia moderada.

Lasimplicaciones de la diferencia de concentracion
de Hcys entre los pacientes y los controles del
presente estudio, podrian ser analizadas a la luz de
otros estudios en los que se ha demostrado que una
concentraciéon menor a la recomendada por Soberén
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et al. (2004), aunque significativamente superior
a la de los sujetos sanos, podria ser un factor de
riesgo de complicaciones de la diabetes. Munshi et
al. (1996), detectaron hiperhomocisteinemia hasta
en el 41% de los pacientes diabéticos, en asociacién
significativa con los eventos macrovasculares de estos
pacientes. Dicha cifra fue mayor a la encontrada en el
presente estudio, en el que se observé que el 36,2%
de los pacientes tuvo complicaciones y de ellos, el
14,8 % presentd una concentracion de Hcys sérica
significativamente superior a la mediana de Hcys de
los controles (Hcys > 15,5umol/L). Este porcentaje es
similar al que reportaron Okada et al.(1999), utilizando
un punto de corte para definir hiperhomocisteinemia
(definida por Hcys > 14 umol/L) inferior al sugerido
por Soberén etal.,en el 2004.E139,3% de los pacientes
con diabetes mellitus tipo 2con estenosis coronaria,
presentd una concentracion de Hcys superior a los
pacientes diabéticos sin estenosis (13,8 +3,9vs 11,7 £
3,9 umol/L; p = 0,0009). Al respecto, se ha mencionado
que el riesgo de mortalidad por enfermedades
cardiovasculares entre los pacientes diabéticos
aumenta considerablemente cuando los niveles de
Hcys sérica estan por encima de 14 ymol/L en plasma,
lo que significaria que el 54% de los 47 pacientes
incluidos en este estudio tienen un riesgo elevado de
muerte por accidente cardiovascular (Hoogeveen et
al.,2000).

Aun mas, es probable que este porcentaje sea
mayor si comparamos nuestros resultados con los de
otros estudios, realizados en las ultimas dos décadas,
en los que se ha demostrado la asociacion entre las
complicaciones cardiovasculares de los pacientes
diabéticos y las concentraciones de Hcys menores
de 14 pmol/L (Stabler et al., 1999; Chico et al., 1998;
Buysschaert et al., 2000; Hultberg et al., 1991). Por
ejemplo, en el estudio de Emoto et al. en el 2001,
se encontraron niveles de Hcys significativamente
menores a los puntos de corte recomendados por el
proyecto Accién Concertada Europea de Homocisteina
y Enfermedades Vasculares, ya que reportaron que los
pacientes con diabetes tuvieron una concentracién
de Hcys sérica de 12,0+ 0,7 pmol/L, significativamente
mayor a la de los controles sanos de 8,7+ 0,3 umol/L.
Alternativamente, la menor concentracién observada
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por estos investigadores, podria ser el resultado de
la influencia de las diferencias poblacionales en la
concentracion de Hcys.

Con relacién a las complicaciones microvasculares
de la diabetes mellitus tipo 2, Brazionis et al. (2008),
encontraron concentraciones de 11,5umol/L vy
9,6umol/L de Hcys en pacientes con y sin retinopatia,
respectivamente. Mencionaron ademas que la
concentracion de Hcys no rebasa el punto de corte
recomendado y, sin embargo, estimaron que con

el aumento de 1umol/L se incrementa el riesgo de
padecer retinopatia diabética, pasando de 15% al 20%
(Brazionis et al.,2008).Por el contrario,se han publicado
los resultados de investigaciones, como la de Tarkun
et al. (2003), quienes no encontraron diferenciasen la
concentracion de Hcys entre controles y pacientes
con diabetes mellitus (9,66 + 3,23vs9,38+2,2,p<0,7;
respectivamente). Estos resultados sugieren que aun
es necesaria la comparacion de los niveles de Hcys en
diferentes poblaciones.

Tabla 1. Comparacién de los pardmetros bioquimicos de los adultos sanos (controles) y los pacientes
con diabetes mellitus tipo 2 incluidosen este estudio.

Table1.Basal levels of the analyzed parameters from healthy adults (controls) and patients with type

2 diabetes mellitus.

Controles*
Mediana (rango
intercuartil)

Edad (afios)
Glucosa (mg/dL)
HDL-Col (mg/dL)
LDL-Col (mg/dL)

Colesterol (mg/dL)
Triglicéridos (mg/dL)
Proteinas totales (g/dL)
Hcys (umol/L)
Acidosidlico (mg/dL)

PCR (mg/L)
Albumina (g/dL)
Creatinina (g/dL)

HB A1c (%)

Depuracién de creatinina

51,0 (44,2 -63,8)
93 (86 - 100)
43 (38 -55.5)
100 (51 -127)

190 (162 - 200)

97 (70,5-115)
6,4 (6,1-7,1)
11,2(10,9-12,3)
49 (31-54)
3,7(1,4-6,8)
38(3,4-4,5)
08(0,7-1)
56(4,8-6,2)

(L) 109,3 (91,5-137,8)

Pacientes** Meta de
Mediana (rango p control en los
intercuartil) pacientes
62,5 (53-68) p<0,05
137 (112 -223) p<0,05 70-100
47 (40,8 - 60,9) NS >50
93 (69,5-153) NS <100
180 (151 - 205) NS <200
133(90-178) p<0,05 <150
72(69-79) 0<0,05
155(11,6-188)  p<0,05 <14
74 (65 - 84) p<0,05 <60
59(3,4-184) p<0,05 <3,8
4,2(3,6-4) NS
1108-13)  p<0,05 ':_?;81';: 115
86(72-11,1) p<0,05 <7,0
70(559-1087)  p<0,05 ngg ) 1 g?

*17 sujetos, 11 mujeres y 6 hombres; ¥*47 sujetos, 31 mujeres 'y 16 hombres.
NS: Sin diferencias significativas, p<0.05: diferencia significativa.
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Tabla 2 Resultados del andlisis de asociacion entre la Hcys y los parametros metabdlicos en los pacientes

diabéticos.

Table2 Analysis of the association between Hcys and several metabolic parameters in studied patients.

Grupo Control

Grupo de Pacientes con Diabetes

Mellitus Tipo 2
Ecuacion r? Ecuacion r?
Edad = 55.276154 =
1.2758171Hcys 0,021833 Edad = 61,108944 - 0,0694655 Hcys 0,000377
Glucosa = 94.589955 -
,024507 Gl =161,01 +2,2493823 H ! 2

1.3483002 Heys 0,02450 ucosa = 161,01803 93823 Hcys 0,005029
Colesterol = 176.45579 +
27225346 Heys 0,029451 Colesterol = 174,49528 + 3,6543975 Hcys 0,050931
Trigliceridos = 94.343072 + Trigliceridos = 129,64939 + 3,7965797

0,000682 0,023445
0.5035869 Hcys Hcys
HDL = 38.819628 + 3.174974
Hcl:Dys 38819628 + 3.1749748 0,079372 HDL = 52,896776 — 0,2935333 Hcys 0,002746
LDL = 86.082978 + 1.4039486 0,002476 LDL = 86,006326 + 6,7926937 Hcys 0,105607
Hcys p=0,0258
PT = 6.7544591 - 0.087507
Heys 6.754459 0.08750 0,060719 PT =7,4465072 - 0,015621 Hcys 0,004336
}:is: 2.2184154 + 0.8448323 0,094219 PCR=11,737042 + 0,0737865 Hcys 0,000239

A = 39.154 1.768644

IS-|cys 3915486 + 17686443 0,038131 SA =69,507632 + 1,6381228 Hcys 0,052773
HbA1c = 5.2559509 +
0.1097441 Heys 0,034535 HhA1c=8,7012837 + 0,2587188 Hcys 0,035975
ALB =3.973104 - 0.04875 Hcys 0,00777 ALB =4.3712172-0,0271797 Hcys 0,008901

Creatinina =0.7604912 +

0,01931 Creatinina = 1,2628248 — 0,0255287 Hcys 0,013361

0.0276413 Hcys

Depuracion de creatinina= 0,018432

Depuracion de creatinina= 62,4524+  0,112937

142.0839- 1.29528 Hcys 1,537928 Hcys p=0,0224

Por otro lado, al revisar el comportamiento de los
componentes del perfil lipidico, no se encontraron
diferencias significativas en el colesterol total,
lipoproteina de baja densidad (LDL) y lipoproteina de
alta densidad (HDL) entre los pacientes y los controles

(Tabla 2) y la concentracidon de los cuatro analitos
estuvo dentro de los rangos normales. En el caso de
los triglicéridos, se detecté una mayor concentracion
en los pacientes (p < 0.05) que en los controles, 133
mg/dL (Rl = 90 - 178) vs 97mg/dL (Rl = 70,5 - 115),
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pero esta concentracion no rebasé el limite superior

normal de triglicéridos, de 150 mg/dL (ADA, 2011).

Ademas, la concentracién de tres (colesterol total, HDL
y LDL) de los cuatro analitos del perfil de lipidos fue
menor en los pacientes, lo que es una demostracién
de su adecuado control lipémico,aunque sélo el 44,68
% (21 pacientes) tenian la prescripcién de tratamiento
hipolipemiante.

Los niveles de Hcys correlacionaron negativamente
con los de HDL de los pacientes con DM2. Este dato
es relevante porque para algunos investigadores, la
relacion inversa entre ambas variables podria explicar
por si sélo la tendencia prematura de aterosclerosis
en los pacientes con diabetes (Hoogeveen et al., 1997;
Meigs et al.,2001).En nuestro estudio la concentracion
de HDL fue también similar entre pacientes y controles
(Tabla 1) y no se observé correlacion entre la HDL y la
concentracion de Heys (Tabla 2).Tampoco observamos
diferencias en la concentracién de colesterol total
y la lipoproteina de baja densidad (LDL) entre los
pacientes y los controles (Tabla 1), lo que pudo haber
sido el resultado de que el 44,68 % de los pacientes
estaban con tratamiento a base de estatinas y/o
fibratos. Interesantemente, la LDL mostré correlacion
(positiva) con la concentracién de Hcys (Tabla 2) (r’=
0,105, p=0,0258).Este resultado es similar al publicado
por Fridman et al.(1997), quienes sugieren que la base
de esta asociacion es el sinergismo que podrian tener
la Hcys y las particulas de LDL oxidadas en el proceso
aterogénico.Esto sugiere la necesidad de cuantificar la
LDL oxidada, tanto en los pacientes normolipémicos
como dislipidémicos.

La hipertensién también mostré alta prevalencia
(49%) entre los pacientes de este estudio, pero a
diferencia de otros estudios (Hoogeveen et al., 1997;
Meigs et al., 2001), en este trabajo no encontramos
relacién entre esta variable y la concentracion de LDL.

Los pacientes con disfunciéon renal avanzada,
presentan niveles elevados de Hcys y creatinina
plasmatica (Stabler et al., 1999; Soinio et al., 2004;
Millan et al., 2011; Tarkun et al., 2003), pero en etapas
de dafo renal incipiente, la Hcysplasmatica suele
estar en niveles normales o bajos (Van Guldener y
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Stehouwer,2002).En este estudio,aunque los pacientes
tuvieron una concentracion mediana de creatinina
plasmatica significativamente mayor (p<0,05) que los
controles (1,1 g/dL; R =0,8 - 1,3 vs 0,8 g/dL; Rl = 0,7
- 1), la concentracién de creatinina estaba en el rango
normal en ambos grupos. No se observé correlaciéon
entre las dos variables, de la manera en la que se
observa cuando hay dafio renal significativo (Tarkun
et al.,, 2003) sin embargo, al estimar la depuracion de
creatinina, a través de la formula de Cockcroft-Gault
(Murillo, 2005), se demostré la diferencia entre los
grupos, ya que la depuracién mediana de creatinina
de los pacientes fue significativamente (p<0,05)
menor que la de los controles (70; Rl = 55,0 -108,7 vs
109,3; Rl = 91,5 - 137,8) (Tabla 2). Ademas se observéd
una correlacién positiva entre la depuracién de
creatinina y la concentracién de Hcys (r2=>'"p=0,0224,
Tabla 2), similar a la observada por Emoto et al. (2001).
No obstante estos resultados, cabe mencionar que
el disefo del estudio no permite saber si la menor
depuracién de creatinina de los pacientes, es un factor
de riesgo de complicaciones renales. Ademas, a pesar
de que algunos estudios sefialan que la elevacién de
Hcys contribuye al desarrollo de glomeruloesclerosis
(Choetal.,2010), en este estudio no fue posible asociar
la hiperhomocisteinemia con el riesgo de dano renal.

El control de la glicemia es una de las metas mas
importantes en el tratamiento de los pacientes con
DM2, ya que se ha demostrado que la hiperglicemia
es el principal factor responsable del deterioro del
organismo (ADA, 2011). En el caso de los pacientes
de este estudio, se demostré que todos estaban
con tratamiento oral hipoglicemiante, sin embargo,
el porcentaje de HbATlcse encontraba por arriba
(concentracién mediana de 8,6 %, Rl = 7,2 - 11,1) de
la meta terapéutica (HbA1c < 7%; ADA, 2011) en el
51 % de los pacientes. El descontrol glicémico de los
pacientes diabéticos es muy frecuente a pesar del
apego al tratamiento hipoglicemiante (Roca et al.,
2010) y por ello se les considera como pacientes con
alto riesgo de sufrir accidentes vasculares.

La hiperglucemia conduce a las complicaciones
de la diabetes mellitus por diversos mecanismos
bioquimicos, que incluyen el estado inflamatorio
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crénico (Rosado et al, 2007). La inflamaciéon es
fundamentalmente una respuesta de caracter
protector, cuyo objetivo es defender al organismo de
lesiones celulares, asi como de las consecuencias de
las mismas. Algunos biomarcadores de inflamacion
como la proteina C reactiva (PCR) (Zulet et al., 2007;
Rosado et al., 2007) y el acido sidlico (SA) (Browning
et al., 2004), aunque son inespecificos, son predictores
del riesgo cardiovascular en los pacientes con DM2.
La PCR es una proteina de fase aguda producida por
el higado, mientras que el acido sidlico es el azucar
terminal de muchas de las glicoproteinas séricas
y endoteliales; ambos marcadores parecen tener
una correlacién positiva consistente con el riesgo
vascular de los pacientes con DM2, motivo por el
gue su concentracion también fue estimada en este
trabajo.En los resultados se observé que los pacientes
diabéticos presentaron una concentraciéon alta de
PCR (5,9 mg/L; Rl = 3,4 - 18,4), por arriba del limite
superior de referencia de 3,8 mg/L (MININEPH™, The
Binding Site, CA, U.S.A.), mientras que los controles
presentaron una concentraciéon de 3,7 mg/L (RI = 1,4
- 6,8) (Tabla 1), que se ubica dentro de los valores de
PCR normales. La produccion elevada de PCR podria
explicar la elevacion significativa (p<0,05; Tabla 1)de
las proteinas totales séricas (PT) que presenté el grupo
de pacientes diabéticos en este estudio (Zulet et al.,
2007).

En el caso del SA, también hubo diferencias
entre los grupos, ya que los pacientes tuvieron una
concentracién mediana de 74 mg/dL (Rl = 65 - 84),que
se encuentra por encima del limite superior normal de
SA (<60 mg/dL), mientras que los controles tuvieron
valores muy por debajo del punto de corte (49 mg/dL;
RI=31-54).En muchos estudios se utiliza solamente la
medicién de PCR para estimar el grado de inflamacion
crénica de los pacientes con DM2, sin embargo, en el
presente estudio fue utilizado ademas el SA porque
parece tener menor variabilidad intraindividual en
el tiempo que otros marcadores de inflamacién,
proporcionando informacién mas significativa de un
estado inflamatorio habitual, por tanto,ademas de ser
mas estable puede ser utilizado como marcador de
la respuesta de fase aguda (Zulet et al., 2007; Pickup,
2004).
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Finalmente, los resultados demostraron que,
globalmente, el grupo de pacientes con DM2 incluido
en este estudio presentdé un importante estado
inflamatorio crénico, descontrol glicémico, ademas
de una concentracion de Hcys significativamente
superior al del grupo de personas normoglicémicas
aparentemente sanas.La concentracién de Hcys en los
pacientes fue similar a la concentracién observada en
otras poblaciones de pacientes y significativamente
superior a la de los controles, constituyendo un
factor de riesgo de complicaciones adicional al que
representa por si sola la hiperglicemia y el estado
de estrés inflamatorio (Rigla et al, 2001). Aunque
las asociaciones encontradas no fueron suficientes
para establecer un modelo de regresién lineal, es
necesario recordar que la evaluacion simultanea de
los factores de riesgo individuales constituye una
herramienta invaluable para la evaluacién del riesgo
de complicaciones en los pacientes con DM2 (Suarez
et al.,2005).

Una limitacion del presente trabajo fue el reducido
numero de enfermos incluidos, que impidié realizar
un andlisis estratificado de las variables de mayor
interés (Gémez et al., 2004). Sin embargo, el trabajo
tiene el indudable valor de haber utilizado criterios
de inclusion, exclusiéon y eliminacién sumamente
rigurosos, por lo que los resultados son altamente
confiables y permiten hacer inferencias acerca del
estado metabdlico general de los pacientes y del valor
de la Hcys como marcador de riesgo vascular.

CONCLUSIONES

En este trabajo se demostré hiperhomocisteinemia
en un porcentaje alto de los pacientes con DM2
estudiados en una unidad de primer nivel de atencién
médica de Hermosillo, Sonora, México. Esta elevacion
estuvo asociada con el descontrol glicémico, asi como
con la concentracion elevada de LDL-col, triglicéridos,
PCR,SAy creatinina.

La concentracion de Hcys correlacioné
positivamente con la LDL a pesar de que la
concentracion de este analito estaba en los valores
normales, sugiriendo con ello la necesidad de evaluar

Volumen XlII, Nimero 2 13



Candia Plata et al.: BlOtecnia / XIll (2): 3-15 (2011)

@

el estado de oxidacion de la lipoproteina de baja
densidad. Ademas, un alto porcentaje de los pacientes
que presentaron alguna complicacién también
presentaron hiperhomocisteinemia, motivo por el que
seran necesarios nuevos estudios para estimar el valor
de la Hcys como factor de riesgo de complicaciones
vasculares en los pacientes con DM2 y profundizar en
la busqueda de estrategias para el control adecuado
de los pacientes estudiados.
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