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RESUMEN

La Diabetes Mellitus tipo 2 (DMT2) se ha convertido en la gran epidemia del presente
siglo; entendiéndose no solo como una afeccion mas del ser humano mismo sino como
una patologia transcendental que genera grandes problematicas de salud publica y
costosas politicas publicas.

Derivado de la gran incidencia de pacientes diagnosticados con DMT2 se ha intentado
encontrar todas las vias fisiopatologicas de esta enfermedad en busca de una mejora en
el control de la enfermedad; entre estas lineas de investigacion ha surgido en las ultimas
décadas investigacion cientifica formal que avala el papel de la vitamina D dentro de sus
efectos denominados no clasicos en la secrecién de insulina. Por otra parte, se ha
definido ya como epidemia de hipovitaminosis a nivel mundial no solo en paises nordicos

si no también derivado del bajo consumo de la misma.

OBJETIVO: Describir la relaciéon entre las concentraciones séricas de proteina de union a

vitamina D con el indice HOMA - IR y HOMA - B en pacientes del Estado de México.

MATERIAL Y METODO: Se realiz6 un estudio observacional, descriptivo y transversal
con una muestra de 100 pacientes de los cuales se conformaron dos grupos cada uno
con 50 pacientes clasificados de acuerdo a su IMC en normo peso (DMT2 NP) y
sobrepeso (DMT2 SP); se realizaron mediciones antropométricas, bioquimicas y a partir
de estas el célculo de los indices HOMA - B y HOMA — IR, asi como cuantificacion de

proteina de unién a vitamina D.

RESULTADOS: Se encontraron diferencias significativas en las concentraciones séricas
de glucosa 195.8 £ 71.2 para DMT2 NP vs 165.4 + 50.9 para DMT2 SP (p = 0.038); asi
como para el indice HOMA — IR encontrandose para el grupo DMT2 NP 3.41 + 1.9 vs 3.08
+ 1.65 DMT2 SP (p = 0.093); mientras que para el indice HOMA — B se observo para el
grupo DMT2 NP un indice de 31.65 + 47.6 vs DMT2 SP con 31.08 £ 19.7 (p = 0.031). No
se encontraron diferencias para la proteina de unién a vitamina D. No se encontrd
asociacion entre las concentraciones séricas de proteina de union a vitamina D y la

resistencia a la insulina o con el funcionamiento de las células beta.



ABSTRACT

Type 2 Diabetes Mellitus (T2DM) has become the major epidemic of this century; to be
known not only as a condition to the man itself, yet as a transcendental pathology that

engenders large public health problems and overpriced public policy.

Resulting from the high incidence of patients diagnosed with T2DM, it had been trying to
find all the pathophysiological pathways of T2DM in search of an improvement in disease
control; between these lines of research has emerged in recent decades formal scientific
research that support the role of vitamin D in their nonclassical known effects on insulin
secretion. On the other hand, it has already defined as hipovitaminosis epidemic

worldwide not only in Nordic countries but also derived from the low consumption of it.

OBJECTIVE: To describe the relationship between serum binding protein to vitamin D with
HOMA - IR y HOMA - B in patients from State of Mexico.

MATERIALS AND METHODS: An observational, descriptive cross-sectional study was
conducted with a sample of 100 patients which were formed two groups each one with 50
patients classified according to their BMI normoweight (T2DM NW) and overweight (T2DM
OW); anthropometric, biochemical and from these calculate HOMA - B and HOMA - IR

index measurements were made also protein binding to vitamin D was quantitated.

RESULTS: Significant differences in serum glucose 195.8 + 71.2 to 165.4 + T2DM NW vs
50.9 for T2DM OW (p = 0.038) were found; as well as HOMA - IR meeting for the T2DM
NW group = 1.9 vs 3.41 3.08 + 1.65 T2DM OW (p = 0.093); while for HOMA - B was
observed for NW group T2DM an index of 47.6 + 31.65 vs 31.08 + T2DM OW with 19.7 (p
= 0.031). No significant difference was found for binding protein. No association between
serum binding protein and vitamin D, insulin resistance or with functioning beta cells was

found.



1. INTRODUCCION

Una de las enfermedades que actualmente aquejan a la poblacibn mexicana es la
Diabetes Mellitus. Para fines del presente trabajo la Diabetes Mellitus Tipo 2, esta
enfermedad cronico — degenerativa se esta posicionando dentro de las primeras causas
de mortalidad a nivel no solo nacional sino también con el mismo comportamiento de
forma global; mas grave aun es una de las primeras causas de discapacidad adquirida en
pacientes en edad econdmicamente activa lo que repercute en el progreso econémico del

pais; ademas genera grandes costos en salud publica.

Por todos estos motivos es que se hacen diariamente esfuerzos por delimitar cada linea
en la fisiopatogenia de la DMT2 con el fin de incidir en la mayor parte de los aspectos que
logren un mejor control de la enfermedad en los pacientes a un bajo costo y con
factibilidad de adquisicibn; mas aun estrategias que retrasen el desarrollo de

complicaciones micro y macro musculares que desencadenan en la incapacidad y muerte.

Una de estas lineas de investigacion que ha resultado de gran interés en las Ultimas
décadas es la influencia de la Vitamina D sobre las células beta pancreaticas
estimulandolas para aumentar la secrecion de insulina, esto mediado por canales no
selectivos de calcio dependientes de voltaje; bajo el paradigma de que existe 1a -
hidroxilasa en las células beta. Todo esto tomando en cuenta las acciones no clasicas de
la vitamina D, es decir acciones inmunolégicas y antiinflamatorias, que se postula

pudieran mejoran ademas el perfil del paciente con DMT2.

Por tanto el presente trabajo de investigacion, que es un estudio transversal que parte de
otro macropoyecto, pretende verificar la relacion que existe entre las concentraciones
séricas de vitamina D mediante la cuantificacién de su proteina de unién (proteina con la
gue se une con alta afinidad y no se modifica con cambios hormonales externos lo que le
confiere confiabilidad de ser medida) con el estado funcional y la reserva de las células
beta pancreaticas; de forma indirecta mediante el indice HOMA — B y también con el

grado de resistencia a la insulina mediante el indice de HOMA - IR.

El reto hoy en dia se encuentra en estandarizar el método de medicion de la vitamina D.
Este trabajo presenta la medicién de proteina de uniéon a vitamina D mediante técnica
ELISA sandwich.



2. MARCO TEORICO

IMPACTO EPIDEMIOLOGICO DE LA DMT?2.

La Diabetes Mellitus tipo 2 (DMT2) se ha convertido en la gran epidemia del presente
siglo; entendiéndose no solo como una afeccion mas del ser humano mismo sino como
una patologia transcendental que genera grandes probleméaticas de salud publica y

costosas politicas publicas.

El panorama epidemioldgico de la DMT2 se desarrolla de forma exponencial. A partir de la
década de los afios 60, la diabetes se ubica dentro de las primeras veinte causas de

mortalidad general y desde hace veinte afios dentro de las primeras diez (1).

Segun estimaciones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se calcul6 que en
2014 la prevalencia mundial de la diabetes fue del 9% entre los adultos mayores de 18
afos y que en 2012 fallecieron 1.5 millones de personas como consecuencia directa de la
diabetes (2). Respecto al comportamiento de esta enfermedad en México; de acuerdo a
los resultados de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién 2012, existen 6.4 millones de
personas con DMT2, de los cuales el 59% pertenecen al sexo femenino, en cuanto el
grupo etario de 50-59 afios de edad es el mas afectado (3). El Instituto Nacional de
Estadistica y Geografia INEGI reportd para el afio 2012, que esta enfermedad constituyé
la segunda causa de muerte en la poblacidbn mexicana, con una tasa de mortalidad de 75

defunciones por cada 100 mil habitantes (4).

En relacion a los costos econémicos que esta enfermedad genera, un estudio en México
en el afio 2010 reportd un gasto anual en costos directos de atencion médica en pacientes
con DMT2 de US$ 452 064 988, con un costo promedio anual por paciente de
US $3 193,75 (5).

FISIOPATOLOGIA DE LA DMT2

Dentro de la fisiopatologia se deben conocer tanto los factores bioquimicos como las
interacciones celulares en el metabolismo de los hidratos de carbono y la insulina, cuya
disfuncion lleva a la expresion clinica de la Diabetes Mellitus, en este documento se

abordara especificamente la DMT2.

Las causas que desencadenan la DMT2 se desconocen en el 70-85% de los pacientes; al
parecer, influyen diversos factores como la herencia poligénica (en la que participa un
7



numero indeterminado de genes), junto con factores de riesgo que incluyen obesidad,
dislipidemia, hipertension arterial, historia familiar de diabetes, dieta rica en hidratos de
carbono, factores hormonales y una vida sedentaria. Estos pacientes presentan
concentraciones elevadas de glucosa y resistencia a la accion de la insulina en los tejidos

periféricos (6).
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Figura 1. Respuesta fisioldgica de la insulina. La insulina presenta dos fases de secrecion dependientes de las concentraciones de
glucosa en plasma y el estado de ayuno o postprandio; esto es, inmediatamente después de ingerir alimentos, se secreta insulina
desde las células beta a la circulacién portal, alcanzando insulinemias que controlan la hiperglicemia; mientras que durante el periodo
de ayuno, la insulina, conocida en esta fase como insulina basal, inhibe la neoglucogénesis hepatica y evita la hiperglucemia en ayuno

@).

De forma fisiolégica en respuesta a un cambio en la concentracion de glucosa la insulina
se libera en dos fases. En la primera fase se da una breve secrecion de insulina desde las
células beta a la circulacion portal, la cual disminuye la concentracion de glucosa
inmediatamente después de ingerir alimentos, alcanzandose asi concentraciones
elevadas de insulina plasmaética, con concentraciones maximas de hasta 80 pU/mL a los
30 min con una posterior disminucion. Mas tarde, en una segunda fase mas sostenida, la
insulina se libera proporcionalmente a la elevacion de glucosa en plasma; en ésta, la
insulina secretada se une a las células del tejido adiposo y musculo, estimulando la
entrada de nutrimentos a la célula y evitando asi un incremento excesivo de la glucemia

posprandial (7).

Después de una comida, el intestino secreta las hormonas llamadas incretinas (péptido
similar al glucagén tipo 1 (GLP-1) y el polipéptido inhibidor gastrico (GIP) que potencian la
secreciéon de insulina. Se ha demostrado que la secrecion de GLP-1 se satura en
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pacientes diabéticos o con sobrepeso, por ello el tratamiento con analogos de GLP-1
puede normalizar la hiperglucemia mediante la estimulacion de la secrecion de insulina en

pacientes diabéticos y al retrasar el vaciamiento gastrico (8).

Ademas la DMT2 se asocia con una falta de adaptacion de la célula beta al incremento en
la demanda de insulina, con pérdida de masa celular por la glucotoxicidad. Se agrega
también que el receptor de insulina presenta alteraciones en su funcion. Cuando la
insulina se une a su receptor en células del musculo, inicia las vias de sefalizacion
complejas que permiten la translocacion del transportador GLUT4 localizado en vesiculas,
hacia la membrana plasmética para llevar a cabo su funcion de transportar la glucosa de
la sangre al interior de la célula. La sefalizacion del receptor termina cuando es
fosforilado en los residuos de serinal/treonina en la regidon intracelular para su
desensibilizacion, y finalmente esto permite la internalizacion del receptor y propicia su

accion, misma que se ve mermada en la DMT2 (9) (ver figura 2).
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Figura 2. Fisiopatologia de la DMT2. El aumento de tejido adiposo y la grasa visceral conduce a la acumulacién ectépica de la misma

en el higado, el musculo y el pancreas; teniendo como resultado el aumento en la produccién hepatica de glucosa, disminucion de la
absorcion de glucosa en el musculo, y alteracion de la supresion de la lipdlisis (8).

DISFUNCION DE LAS CELULAS BETA EN LA PATOGENESIS DE DMT?2.

El pancreas endocrino consiste en cerca de un millon de pequefias glandulas endocrinas:
los islotes de Langerhans; dispersos a lo largo de la sustancia glandular del pancreas
siendo mas abundantes en la cabeza pancreatica. El volumen de los islotes representa

entre 1 y 1.5% de la masa total del pancreas. Se han identificado al menos cinco tipos
9



celulares: a, B, 6, € y PP, cada uno de estos tipos celulares producen una hormona

peptidica distinta: glucagon, insulina, somatostatina, grelina y PP, respectivamente (10).

Las células beta secretoras de insulina representan la mayoria de las células endocrinas
de los islotes (60-80%) en un pancreas normal. La célula beta produce y secreta insulina
para mantener concentraciones circulantes de glucosa dentro de un estrecho rango
fisiologico; esto durante todo el dia a una tasa basal y en respuesta a un cambio en la

concentracion de glucosa (por ejemplo después de una comida) (11).

Desde el punto de vista estructural, la insulina es un polipéptido de 51 aminoacidos que
se disponen formando dos cadenas, a y B, unidas por diferentes puentes disulfuro. La
insulina es sintetizada a partir de un precursor de cadena uUnica conocido como
proinsulina. Esta sintesis y su posterior almacenamiento tienen lugar en el pancreas, y
como se ha mencionado en concreto, en las células beta de los islotes de Langerhans
(15).

Se postula que la cantidad de masa de células beta es el resultado del balance entre su
crecimiento y destruccién, mismos que dependen por lo menos de 4 factores descritos: 1)
la replicacion a partir de células diferenciadas 2) neogénesis de células del epitelio ductal
3) tamafo celular 4) tipo de muerte celular ya sea por apoptosis o0 necrosis. La
contribucion relativa de cada mecanismo es variable, dependiendo de diversos factores,
como la edad, la carga metabdlica y la exposicién a factores citotoxicos (12). Aun se
mantiene en debate si la disfuncion en las células beta productoras de insulina es

secundaria a la disminucién en la masa o a la alteracion intrinseca de la misma célula.

Existen dos mecanismos definitivos y bien descritos que determinan el fallo funcional y
apoptosis de las células beta; uno de ellos es la lipélisis aumentada, que deriva en
aumento de mediadores proinflamatorios y un exceso en la produccion de elementos
intermedios del metabolismo altamente citotéxicos para la célula, lo que condiciona

lipotoxicidad para la célula productora de insulina (13).

Lo anterior se explica por el aumento en la concentracién de acil-CoA dentro de las
células B, que también estimula la sintesis de oxido nitrico, lo que a su vez incrementa la
produccion de citocinas con capacidad inflamatoria, incluyendo IL-1 y TNF, que aumenta
el deterioro de la funcién y la apoptosis de las células B; ademas la exposicidn cronica a
concentraciones elevadas de acil-CoA, el cual es producto del metabolismo de los acidos

grasos, inhibe la produccion de insulina a traves del ciclo de Randle (14) (15).

10



Por otra parte la hiperglucemia por si sola es capaz de producir trastornos en la secrecion
de insulina, cualquier aumento en la glucemia en pacientes con disminucion en el
volumen de células B, puede ocasionar trastornos notables en la secrecién de insulina en
el tejido pancreético remanente, ademas contribuye a incrementar la resistencia a la
insulina y los defectos en la secrecion de la insulina, los cuales se corrigen al reducir las

cifras de glucosa (15).

LA DMT2 COMO UN PROCESO ASOCIADO A LA INFLAMACION DE BAJO GRADO.

La evidencia permite concluir que la inflamacién en su fase aguda y la mediacion de la

inmunidad innata son factores angulares en la patogénesis de la DMT?2.

El sistema inmunitario innato o natural representa una rapida defensa de primera linea del
cuerpo contra las amenazas ambientales como la infeccién microbiana y dafios fisicos o
quimicos. Teniendo como finalidad prevenir el dafio tisular permanente, aislar y destruir
agentes infecciosos, y activar los procesos de reparacién para restaurar la homeostasis.
Un componente importante de la inmunidad innata es una serie de células centinela

(clasicamente macrdéfagos, células B presentadoras de antigeno y células dendriticas(16).

La inflamacion se define como una cascada de fendmenos inducida en respuesta a
diferentes estimulos patoldgicos y lesion tisular; teniendo como objetivo la restauracion
anatémica y funcional del é&rea de lesion. La respuesta inflamatoria se divide
tradicionalmente en dos fases. La primera, que dura un par de horas es una fase aguda,
gue por lo general es seguida por la fase cronica. Dicha reaccion inflamatoria puede ser
medida por los mediadores llamados marcadores plasmaticos de la inflamacion entre
ellos: recuento leucocitario, la velocidad de sedimentacion celular, moléculas de adhesion

celular y citocinas (17).

Varios marcadores de la inflamacion sistémica se incrementan en la DMT2; entre los mas
representativos se encuentran la IL-1, el TNF-a y la IL-6; estos estan asociados con la
progresion de la resistencia a la insulina. Asi mismo la inflamacion de los islotes
pancreaticos, que es un mecanismo patogénico clave en la diabetes mellitus tipo 1,
recientemente ha sido reconocido en la génesis de la DMT2 al inhibir de forma irreversible

su funcion (18).

Como se describié previamente, uno de los mecanismos de disminucion de las células

pancreaticas es la apoptosis y se ha encontrado un aumento en la secrecién hepatica de

11



IL-18, la cual junto con la hiperglucemia induce la disminucion funcional de la célula y
propicia la muerte celular programada; haciendo a esta interleucina una diana terapéutica
en la busqueda de su antagonista para promover no solo la sobrevivida de las células

beta sino también de un aumento en el control glicémico de los pacientes (19).

Dentro del modelo de inflamacioén propuesto para la DMT2 se toma en cuenta también la
disipidemia determinada por triacilglicéridos totales séricos aumentados asi como
lipoproteina de muy baja densidad (VLDL), disminucion de lipoproteinas de alta densidad
(HDL), ademas de colesterol total inalterado; este es el mismo patréon glicémico que
puede observarse en otras circunstancias patoldgicas donde se presenta inflamacion en

su fase aguda (20).

En conclusion, la inflamacion en la DMT2 puede explicarse en el modelo disefiado por el
Dr. Pickup, el cual propone que bajo ciertos estimulos tales como la edad, raza e incluso
la programacion fetal (inmunidad innata), se activan citoquinas pro-inflamatorias
principalmente IL-1, IL-6 y TNF-a las cuales actuan sobre el higado para producir la
dislipidemia caracteristica de la DMT2 ya antes descrita. También promueven la liberacién
hepética de otras proteinas de fase aguda que son factores de riesgo para el desarrollo
aterosclerosis, como el fibrinbgeno que en conjunto estimulan la liberacion de leptina por
el tejido adiposo, y actian ademas en el cerebro para liberar la hormona
adrenocorticotrépica (ACTH) y cortisol; ambas contribuyen al desarrollo de la obesidad,
hipertension y resistencia a la insulina. EI TNF-a también es un factor importante como
causa de resistencia a la insulina. Y es entonces que la hipersecrecién a largo plazo de
las citocinas puede perjudicar la secrecion de insulina de las células beta. EI modelo
sugiere nuevos enfoques terapéuticos de la DMT2 y sus complicaciones, como la
atenuaciéon de la inflamacion mediante la modulacién de citocinas pro-inflamatorias e

inhibiendo la proliferacion de células T (21).

DIAGNOSTICO Y CLASIFICACION DE LA DMT2.

En forma general la diabetes mellitus (DM) pertenece a un grupo de enfermedades
metabdlicas, causada por alteracion en la funcion endocrina del pancreas o por la

alteracion en los tejidos efectores, que pierden su sensibilidad a la insulina (22).

Los nuevos criterios para el diagnostico y clasificacion de la DM que se presentan en las

tablas 1 y 2 fueron desarrollados casi simultaneamente por un comité de expertos de la
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Asociacion Americana de Diabetes (ADA) y por un comité asesor de la OMS. La
clasificacion de la DM se basa fundamentalmente en su etiologia y en sus caracteristicas
fisiopatolégicas, pero adicionalmente incluye la posibilidad de describir la etapa de la

historia natural en la cual se encuentra la persona (8).

Tabla 1. Clasificacion de la Diabetes Mellitus

TIPO | CARACTERISTICA
Diabetes tipo 1
DM de tipo 1A Destruccion autoinmune de las células B.
DM de tipo 1B Carecen de inmunomarcadores indicadores de

un proceso autoinmune destructivo de las
células B pancreaticas. La categoria 1B
idiopatica.

Diabetes tipo 2
DM tipo 2 Defecto secretor de insulina predominante con
resistencia a la insulina.
Diabetes del adulto de inicio juvenil

MODY 1 Mutacion en gen del factor nuclear de
hepatocitos 4a (HNF-4q).

MODY 2 Mutacion en el gen de glucocinasa.

MODY 3 Mutacion en gen del factor nuclear de
hepatocitos 1a (TCF-1).

MODY 4 Mutacion en el gen del factor promotor
insulinico 1 (IPF1).

MODY 5 Mutacion en el gen del factor nuclear de
hepatocitos 1 B (HNF-13).

MODY 6 Mutacion en el gen de diferenciacion
neurégena (NEUROD1).

MODY X Mutacion en el gen de RNAt de leucina

mitocondrica.

Mutaciones en el gen de la insulina.
Mutaciones en el gen del receptor.

Tipos de diabetes secundarias a circunstancias o patologias primarias

Diabetes por pancreatopatia Pancreatitis crénica
Quirdrgicas
Diabetes Tropical
Diabetes como consecuencia de | Enfermedad de Cushing
endocrinopatias Acromegalia

Diabetes gestacional
Tomado de: Classification and diagnosis of diabetes, ADA (23).

En cuanto a los criterios diagnodsticos, estos fueron recientemente actualizados vy
estandarizados por la ADA; asi entonces la DM2 puede ser diagnosticada con base en
criterios de hemoglobina glucosilada o criterios de glucosa en plasma, en este ultimo caso
glucosa plasmatica en ayuno o la medicion de la misma dos horas posterior a una carga
oral de 75 gramos de glucosa conocida como prueba de tolerancia a la glucosa. Las
mismas pruebas se utilizan tanto para el tamizaje como para diagnosticar diabetes. La
diabetes es un padecimiento que puede ser identificado en cualquier momento a lo largo

del espectro de escenarios clinicos, ya sea en individuos quienes cumplen con bajo riesgo
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y son candidatos a la prueba de tolerancia a la glucosa; en pacientes sintomaticos, y en
individuos de alto riesgo e incluso en aquellos categorizados como prediabéticos; sus

ventajas y desventajas se presentan en la tabla 2 (24).

Tabla 2. Criterios Diagnosticos de Diabetes Mellitus.

Puntos de corte para
diagndstico.

Glucosa plasmatica

Prueba de tolerancia
a la glucosa

Hemoglobina
glucosilada

Prediabetes

110-125

140-199

5.7-6.4

Diabetes

2126

2200

26.5

Evaluar métodos

Ventaja

Facil, la medicion es
de bajo costo.

Al ser una prueba de
estrés metabdlico,
puede ser mas
sensible.

Mejor medida de la
glucemia crénica, mas
estrechamente

asociado con el riesgo

de complicaciones y
una menor
variabilidad biologica
que las pruebas a
base de glucosa;
necesaria para el
manejo inicial de la
diabetes.

Mas caro que la
glucosa en ayunas, tal
vez menos sensible
gue la prueba de
tolerancia oral a la
glucosa, y no se
puede realizar en
hemoglobinopatias
Tomado de: Diabetes: Advances in Diagnosis and Treatment (22).

Incémoda, consume
tiempo, y costoso.

Relativamente
insensible, fluctda, se
ve afectado por el
estrés, y requiere
ayuno nocturno.

Desventaja

HOMEOSTATIC MODEL ASSESSMENT (HOMA) Y DIAGNOSTICO INTEGRAL EN

PACIENTES CON DMT2

Para lograr una valoracion objetiva del estado basal integral de los pacientes con DMT2
se han disefiado numerosas estrategias para calcular la resistencia periférica a la insulina
y la funcionalidad de las células beta con el menor costo, que sea altamente reproducible

y con el menor valor de sesgo; a continuacion se presenta el mejor ejemplo de ello (8).

El HOMA, es un modelo matematico ampliamente utilizado en numerosos estudios, fue
descrito por primera vez en 1985 por Matthews y colaboradores; el cual tiene por objetivo
analizar los diferentes elementos que intervienen en la homeostasis de la glucosa y que
también influyen en la secrecion de insulina. El HOMA tiene una ventaja adicional, ya que,
ademas de la resistencia a la insulina (HOMA-IR), permite valorar la funcionalidad de la

célula beta (HOMA-B). El calculo esta basado en la relacién entre la glucemia basal y las
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concentraciones de insulina, esto por las formulas HOMA — IR = Insulina (uUI/mL) X
glucosa (mg/dL) / 405 y para HOMA — B = Insulina (pUIl/mL) x 360 / (glucosa (mg/dL) —
63) , evaluando el balance entre la produccion hepética de glucosa y la secrecion de

insulina (25).

El indice HOMA es un procedimiento simple, poco invasivo, y que permite mediante una
férmula validada y bien establecida, precisar un valor numeérico expresivo de resistencia a

insulina (26).

El modelo toma como estandar una funcion celular beta del 100% y una resistencia a la
insulina normal de 1; por otra parte el San Antonio Heart Study el cual valoré pacientes
mexicanos y blancos no hispanos normoglicemicos y con IMC menor a 30 encontrando
como punto de corte 2.6 para HOMA IR y el percentil 75 0 30 % para HOMA B (27)(39).

VITAMINA D Y SU PROTEINA DE UNION.

La vitamina D o calciferol es el nombre genérico para un grupo de esteroides, los cuales
son vitamina D2 (ergocalciferol) y la vitamina D3 (colecalciferol). Ambos tipos comparten
el mismo metabolismo, sin embargo, la primera se deriva de fuentes dietéticas y la
segunda se obtiene mediante la irradiacion solar de la piel; esta vitamina resulta peculiar
al tener caracteristicas similares a las de una hormona y algunas cualidades

inmunorreguladoras (28).

Sin importar el primer mecanismo de adquisicion, es decir cutanea o dietética, los
metabolitos deben realizar metabolismo en dos pasos uno hepatico y otro renal para

convertirse en la forma bioactiva.

La vitamina D3 se transporta al higado donde se somete a la hidroxilacién por la enzima
25-hidroxilasa expresada por el citocromo P450 (CYP) de la familia isoforma 2, subfamilia
R, polipéptido 1 (CYP2R1), lo que resulta en la formacion de 25-hidroxivitamina D (25
(OH) D3); esta tiene una vida media larga de entre 10 y 21 dias y es también uno de los
principales metabolitos circulantes, que se utiliza para medir el estado de vitamina D en

los seres humanos (29).

Una vez formada, la vitamina D3, estructuralmente incompatible con las cadenas
hidrofébicas de los acidos grasos de la membrana plasmatica, es expulsada hacia el
espacio extracelular y se une a una globulina a-2 especifica de grupo (Gc) sintetizada en

el higado, conocida como proteina de union a vitamina D o transcalciferrina.
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Enlazada a la proteina de unién a vitamina D, la vitamina D3 es transportada al higado (y
también a otros tejidos), para sufrir, como se explicd previamente, su primera hidroxilaciéon
dando como resultado la principal forma circulante de la vitamina D3, la 25-hidroxivitamina
D3 (25-OHD3) o calcidiol; representa ademas una estimacion Gtil para la medicion sérica
de Vitamina D a unirse a ella con alta afinidad; esperandose asi una media 248 pug/mL de

DPB relacionada con un nivel 6ptimo de vitamina D esto es 30 ng/mL (30) (31).

Esta proteina de unidén se expresa principalmente en los hepatocitos y en menor medida
en el rifidon por lo que se ha demostrado una disminucion de DPB en pacientes con falla
hepatica o enfermedad renal. La DPB libera vitamina D en las células del hepatocito y en
menor medida a otras células que asi lo requieran mediante endocitosis mediada por

megalina (32).

El segundo paso en el metabolismo, es principalmente en los rifiones, en el que la 1a-
hidroxilacion se produce y es estimulada por el calcio y fésforo, teniendo como hormona
reguladora, a la hormona paratiroidea (PTH). Se genera entonces el metabolito mas
activo, 1,25-dihidroxivitamina D3 (1,25 (OH) D3) (ver figura 3) (33).

D
l 7-Dihidrocolesterol
i

Luz Ultravioleta ) l
[ 290-315nm ]

~

[ Previtamina D,
L Vitamina D, j
25 hidroxilasa .
l Hepatica I l
[ 25 (OH) VD, ]
1o hidroxilasa
Renal E———
( 1,25 (OH), VD, ]

Figura 3. Sintesis de Vitamina D. De forma fisiologica la vitamina D independientemente de su origen alcanza un mismo proceso a
partir de la previtamina D3; este proceso tiene dos pasos criticos con sus enzimas limitantes; el primero hepatico mediante la 25
hidroxilasa hepética para obtener el metabolito con mayor vida media y de forma secundaria a nivel renal por la 1 a - hidroxilasa para
formar su metabolito activo (32).

=
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En lo que respecta a su mecanismo de accion, la vitamina D actia de dos formas:

1. Accion genomica: mediante su receptor (VDR) que es un miembro de la
superfamilia de los receptores nucleares de hormonas esteroideas, y puede ser
categorizado como factor de transcripcion activado por ligando. También se cree
gue desempefia un papel importante en generar la accion rapida de 1, 25 (OH).

2. Accion no genOmica: esta actividad esta mediada por receptores de superficie
conocidos como 1, 25 D3 MARSS (proteinas de membrana de union de respuesta

rapida asociado a esteroides) (34).

Rifi6n e
Aumenta la g uicrig:
resorcién de calcio Crecimiento y dt?sarrnllo
Remodelamiento
Mantiene la homeostasis mineral -
Intestino
Aumenta la
/ absorcion de Cay P
Plel
D|sm|nuye la sintesis Celulas inmunes \

de vitamina D, Aumenta la diferenciacion
de monocitos a macrofagos
Disminuye:
La CPA de macrofagos

Células $ Pancreaticas 2 I|nfoc:to§ ) |
Paratiroides Aumenta la Praliferacion de linfocitos
Esmlnuye la secrecion sintesis y secrecion de activados
de paratohormona Insulina La sintesis de Ig

de las células B
La generacion y

GPA: Gapacidad fagocitica. @vaciﬁn de NK /
NK: Natural Killer.

Figura 4. Actividad Biolégica de la Vitamina. La vitamina D resulta un factor determinante en la homeostasis teniendo funciones no solo
intrinsecas si no participaciones extrinsecas. (32).

Los principales efectos bioldgicos de la vitamina D estan relacionados con la homeostasis
del calcio y fésforo y en la regulacién de la remodelacién ésea; sin embargo no son los
Gnicos blancos que tiene, también actia sobre corazén, estomago, tiroides, islotes
pancreaticos y células inmunoldgicas, en estas ultimas disminuyendo la expresion de
citocinas proinflamatorias como TNF-q, IL-6 e IL-8. De esta forma la vitamina D modula el
proceso inflamatorio y mejora la supervivencia de las células pancreéticas; convirtiéndose

en un factor de interés en la patogénesis de la DMT2 (ver figura 4) (32).
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RELACION DE LA VITAMINA D COMO ADYUVANTE EN LA PATOGENESIS DE DM
TIPO 2.

La vitamina D tiene efectos directos e indirectos tanto en la secrecién a la insulina como

en su sensibilidad.

De forma general la vitamina D ha demostrado aumentar la activaciébn y expresion
transcripcional del gen del receptor de insulina, lo que facilita la oxidacion de la glucosa y
mejora los resultados en la sensibilidad a la insulina. La vitamina D también mejora su
accion y la transduccion de sefiales mediante la regulacion extracelular de calcio. Ademas
la vitamina D ha sido implicada en la modulacién de citocinas, mediando asi la apoptosis
de las células beta, el factor mas importante en el desarrollo y la progresion de la DMT2
(35).

El tejido pancreatico, en especial las células B, expresa la enzima 1a — hidroxilasa, el
receptor de vitamina D y proteinas de unidn de calcio dependientes de vitamina D; lo cual
fortalece su participacion en la secrecidn de insulina. También, 1,25 - (OH) 2D es capaz
de activar la transcripcion del gen de la insulina humana y, por tanto desempefiar un papel

esencial en la secrecion de insulina (ver figura 5) (36).

La Célula  expresa:

* Receptor de la Vitamina D
Proteina transportadora de Ca
dependiente de Vitamina D

* 1o hidroxilasa

Proinsulina a \

Canales no se-
lectivos de Ca

Q
%29
Gilucolisis
Secrecion

de insulina
Q
05%9%0

Figura 5. Vitamina D y produccién de Insulina. La actividad intrinseca de la vitamina D sobre la célula beta se logra mediante los
canales no selectivos de Ca dependientes de voltaje los cuales aumentan la conversiéon de proinsulina en insulina y su secrecion;
ademas la célula expresa 1a — hidroxilasa enzima encargada de generar el metabolito activo de la vitamina D (32).

La participacion de la vitamina D en la secrecion de insulina se deriva del aumento en la
concentracion de calcio intracelular mediante los canales no selectivos de calcio
dependientes de voltaje, facilitando la conversion de proinsulina en insulina, ya que

permite el anclaje de endopeptidasas calciodependientes de la célula B (37).
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Lo antes mencionado refiere solo la actividad intrinseca de la Vitamina D; pero las
concentraciones plasmaticas de la misma estan relacionadas con otros mecanismos tales
como la adiposidad y la resistencia periférica a la insulina que integran el complejo
patolégico de DMT2; esto es, si existe una adecuada concentracion de vitamina D
plasmatica, habra una disminucion significativa de la adiposidad y de forma paralela
menor resistencia a la insulina; recordando también que la vitamina D tiene efecto
antiinflamatorio con sus acciones inmunomoduladoras, mediante la inhibicion en la
produccion de citocinas pro-inflamatorias que incidird sobre la inflamacion cronica y de
bajo grado propia de la DMT2 (ver figura 6). Se infiere que existe entonces una asociacion
inversa entre las concentraciones de vitamina D y la resistencia a la insulina, inflamacion y

el exceso de tejido adiposo (38).

NIVEL PLASMATICO DE VITAMINA D

(-) / B C\ (-)
A ) RESISTENCIA A LA
ADIPOSIDAD INSULINA E
(+) INFLAMACION

Figura 6. Interrelacion entre adiposidad, resistencia a la insulina y el nivel plasmatico de Vitamina D. La linea A demuestra que a
mayor adiposidad mayor lipotoxicidad y por ende mayor resistencia a la insulina e inflamacién; por otro lado las lineas B 'y C
representan la relacion inversa entre las concentraciones séricas de Vitamina D y ambos factores citotoxicos sobre las células beta
(14).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La Diabetes Mellitus tipo 2 (DMT2) es una de las enfermedades cronico - degenerativas
con mayor impacto epidemiolégico del siglo; con un comportamiento que la categoriza ya
como pandemia y que provoca grandes gastos de salud publica, no solo por la evolucién
paulatina de la enfermedad, sino por los que se generan por las complicaciones que

desarrollan los pacientes.

Es por ello que resulta de suma importancia el conocimiento de la fisiopatogenia de esta
enfermedad con el propésito de lograr un mejor control metabdlico y evitar asi la aparicion

prematura de complicaciones micro y macro vasculares que caracterizan a la DMT?2.

Partiendo de esa premisa, es entonces que se debe comprender a la DMT2 como una
enfermedad que desencadena procesos de inflamacion crénica de bajo grado en donde
los mediadores y productos intermedios de la misma, resultan toxicos para la célula diana
-las células B pancreaticas- las cuales por mecanismos de muerte celular programada

disminuiran su masa neta funcional.

En este sentido, es de suma importancia conocer de forma cuantitativa la resistencia a la
insulina de los tejidos periféricos asi como la actividad intrinseca de las células beta; se
han propuesto numerosos métodos muy complejos, costosos y poco reproducibles, sin
embargo se concluye que la forma menos invasiva y mas sencilla de conocer estos
resultados es mediante el indice HOMA, el cual es capaz de valorar ambos parametros;
para lograr asi no solo el diagnostico y clasificacion que varias asociaciones han
publicado y modificado en los ultimos afios, sino también para lograr el diagnostico basal
de la reserva y funcionalidad pancreéatica.

Por otra parte, desde el siglo pasado algunas publicaciones hacen referencia al papel de
la Vitamina D y su influencia en la patogenia de DMT2; pues de forma intrinseca
incrementa la secrecion de insulina en las células betay de forma extrinseca aumenta la

sensibilidad periférica de la insulina por los tejidos efectores.

Ademas son, la vitamina D y sus precursores, factores de atenuacion de la respuesta
inflamatoria, especialmente en el tejido adiposo, siendo determinante para su
biodisponibilidad la cantidad de proteina de unién disponible; por lo que es importante
evaluar si existe alguna relacion entre las concentraciones séricas de proteina de union a

vitamina D, la funcionalidad de las células B pancreaticas y la resistencia a la insulina.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Cudl es la relacion entre las concentraciones séricas de proteina de unién a
vitamina D y el indice HOMA IR Y HOMA B en pacientes con Diabetes Mellitus tipo

2 con normopeso Yy con sobrepeso del Estado de México?
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4. HIPOTESIS

A mayor concentracion sérica de proteina de union a vitamina D se encontrard menor
resistencia a la insulina y mejor funcionalidad de las células B pancreaticas en

pacientes Diabetes Mellitus tipo 2 con normopeso y con sobrepeso.

5. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Investigar la relacion existente entre las concentraciones séricas de proteina de unién a
vitamina D, resistencia a la insulina y la funcion de las células 3 pancreaticas en pacientes
con Diabetes Mellitus tipo 2 con normopeso y con sobrepeso, en poblacion del Estado de

México.

6.2 Objetivos particulares

1. Determinar la concentracion sérica de insulina y glucosa en la poblacién con
Diabetes Mellitus tipo 2 con normopeso y con sobrepeso.

2. Cuantificar la concentracion sérica de proteina de uniéon a vitamina D en
poblacién con Diabetes Mellitus tipo 2.

3. Describir la relacion entre la concentracion sérica de proteina de unién a
vitamina D e insulina en ambos grupos de estudio.

4. ldentificar la relacion existente entre la concentracién sérica de proteina de
unién a vitamina D y los indices HOMA-IR y HOMA-B en pacientes portadores

de Diabetes Mellitus tipo 2 con y sin sobrepeso.
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6. JUSTIFICACION

La DMT2 ocupa los primeros lugares en morbimortalidad en México, es uno de los
motivos mas frecuentes de atencion en los servicios de consulta externa y una de las
principales causas de hospitalizacion, todo ello la convierte en una patologia sumamente

investigada.

Como es conocido, la proteina de unién a vitamina D se une con alta afinidad al precursor
con mayor vida media de la vitamina D y la hace entonces un factor medible, pues
representa con mucha exactitud la concentracion de dicha vitamina en la circulacion
sistémica; por otra parte en lo que respecta a la funcion de las células beta, es posible de
analizarse mediante el indice HOMA, que cuantifica no solo la reserva pancreatica sino

también la funcionalidad de las células pancreaticas.

El propésito del estudio es contribuir en las bases del conocimiento médico de una de las
enfermedades cronico - degenerativas que mas aquejan a la poblacion; esto permitira
mejorar el manejo y la toma de decisiones en el tratamiento de los pacientes, pero
también contribuir a largo plazo en su prondstico; retrasando la aparicion de
complicaciones que generen disminucién en la calidad de vida de los mismos, asi como

un alto dispendio del gasto publico.

Es preciso sefialar que el proyecto de investigacion propuesto deriva de un
macroproyecto que contempla variables de inflamacion y; el objeto del presente se centra
en el estudio de la participacién de la Vitamina D en la fisiopatogenia de la Diabetes
Mellitus tipo 2. El desarrollo del mismo permitira identificar si existe alguna asociacion
entre las concentraciones séricas de proteina de unién a vitamina D y la funcionalidad de
las células 3 del pancreas; es decir, a una mayor cantidad de proteina transportadora que
refleje un aumento en la cantidad de Vitamina D, existira una célula beta funcional y
viceversa, los resultados obtenidos, permitirian coadyuvar en las estrategias terapéuticas
empleadas hoy en dia.
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8.

8.1.

MATERIAL Y METODOS.

Diseno de Estudio

Tipo de Estudio

Observacional, descriptivo y transversal.

Tamarfo de Muestra

Muestra por conveniencia, conformada por 100 pacientes con diabetes mellitus tipo 2

residentes en el Estado de México de los cuales 50 pacientes tuvieron normopeso y 50

sobrepeso.

Criterios de inclusién

Edad entre 25y 60 afios.

IMC < 30.

Que no presentaron otra patologia cronica concomitante a la Diabetes como
obesidad, hipertension arterial, cardiopatia isquémica o insuficiencia renal.

Pacientes que no tuvieron tratamiento con insulina.

Criterios de exclusién

Mujeres que se encontraron embarazadas o en periodo de lactancia.

Criterios de eliminacién

Que no completaron todas las evaluaciones.

Que no se presentaron a la toma de muestra sanguinea.
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8.2. Procedimientos

8.2.1. Seleccién de Sujetos

Se acudid a la Coordinacion de Ensefianza e Investigacion del Instituto de Salud del
Estado de México ISEM en donde se presentd el presente protocolo de investigacion para
su revision, aprobacion y asignacion de dos centros de salud urbanos donde se obtuvo la

muestra para este estudio.

Una vez obtenidas las autorizaciones pertinentes, se acudié a los centros de salud y se
establecio contacto con los directores de la unidad, donde se explico la naturaleza del
estudio y se le solicitdé su apoyo para la realizacién del trabajo de campo con la poblacion

adscrita a dichas unidades de salud.

Se impartieron también platicas durante los turnos de atencion (matutino y vespertino),
para informar al personal médico, paramédico y en especial a los pacientes sobre el

programa y poder obtener el apoyo por parte de estos ultimos.

La participacion fue voluntaria, los pacientes interesados en participar en el proyecto,

firmaron la carta de consentimiento bajo informacién (Anexo 1).

Se recabaron los datos personales (nombre, direccidn particular, teléfono casa, celular y
en su caso correo electronico) de los pacientes que cumplieron con los criterios de
inclusién con el fin de elaborar un directorio que facilito el contacto con los participantes
durante la implementacion del proyecto.

8.2.2. Evaluacién
Se acudié a los centros de salud asignados donde se realizaron las evaluaciones
dietética, antropométrica y bioquimica a todos los pacientes participantes.

8.2.3. Historia Clinica

Un médico calificado se encarg6é de realizar la Historia Clinica completa de todos los

participantes (Anexo 2).

8.2.4. Toma de muestra sanguinea

Se solicitdé a los participantes ayuno de 12 horas, se procedié a la recoleccion de una
muestra de sangre venosa en un tubo para suero con gel y activador de coagulacién de
8.5 mL, guardando las medidas de bioseguridad recomendadas, y de acuerdo a las

técnicas descritas en el anexo 3.
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Una vez obtenida la muestra, se dejo que la sangre coagule al menos 30 minutos (pero no
mas de 60 minutos) antes de comenzar la centrifugacion por 10 minutos a 900 G,
inmediatamente después se alicuoto el suero en 3 viales de 1000 pl y 4 viales de 100 pl

cada uno, se congelo a -70°C y se almaceno para su posterior analisis.
8.2.5. Evaluacién bioquimica

En el suero obtenido se midié las concentraciones de glucosa mediante el método
colorimétrico ultrasensible del equipo Selectra Il y con reactivos de la casa comercial
RANDOX™ (Cat. GL1611).

8.2.6. Determinacién de insulina

Se realizé la determinacion de insulina sérica mediante técnica de ELISA con un kit
comercial de la casa Merck-Millipore (No. Cat. EZHI-14K) de acuerdo a las instrucciones

del fabricante (anexo 4).
8.2.7. Calculo del indice HOMA-IR y HOMA-B

Se determind el indice HOMA-IR y HOMA-B a los sujetos de estudio, mediante las

siguientes férmulas:

HOMA R = (Insulina (uUI/mL) x glucosa (mg/dL)/405
La formula empleada para determinar el indice HOMA-B se describe a continuacion:

HOMA-B = Insulina (pUI/mL) x 360 / (glucosa (mg/dL)— 63)

8.2.8. Cuantificaciéon de Proteina de unién a Vitamina D

Se realizé la determinacion de Proteina de unién a Vitamina D sérica mediante técnica de
ELISA con un kit comercial de la casa R&D Systems (No. Cat. DVDPBO0) de acuerdo a
las instrucciones del fabricante (anexo 5).
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8.3. Variables de Estudio

8.3.1. Variables Independientes

Sexo, edad, evolucidn, concentraciones séricas de proteina de unién a Vitamina D.

8.3.2. Variables Dependientes

Insulina, HOMA-IR, HOMA-B, glucosa.
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8.4. Operacionalizacién de las variables
Variables
NOMBRE DEFINICION CONCEPTUAL DEFINICION OPERACIONAL TIPO DE ESCALA DE }
VARIABLE MEDICION ANALISIS
ESTADISTICO
INDEPENDIENTES
Sexo Categoria que sirve para indicar la diferencia Caracteristicas fenotipicas de hombre Frecuencia y porcentaje
de sexo entre las personas.
Caracteristicas fenotipicas de mujer Cualitativa Masculino
Nominal Femenino
Edad Tiempo transcurrido desde el nacimiento hasta | Fecha de nacimiento hasta la fecha de Cuantitativa Afos cumplidos Media y desviacion
el momento del estudio medicion Continua estandar
Evolucion Periodo en que se manifiesta clinicamente la | Tiempo transcurrido desde el diagnéstico | Cuantitativa Afos Media y desviacion
enfermedad, y el afectado demanda ayuda | de la enfermedad a la fecha. Continua estandar
sanitaria
Proteina de unién a vitamina | Proteina a-2 globulina especifica de grupo (Gc) | Globulina con union de alta afinidad para Cuantitativa Continua Media y desviacion
D sintetizada en el higado, encargada del | el calcidiol y la cual refleja el nivel estandar
transporte de la vitamina D y sus metabolitos | periférico de vitamina D. Continua Instrumento de
en el plasma. medicion: ELISA

con un kit comercial
de la casa R&D
Systems (No. Cat.
DVDPBO) Unidad de
medida: mg/dl

DEPENDIENTES
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Insulina Hormona poli - peptidica formada por 51 | Cantidad de insulina; medible en suero Cuantitativa Continua Media
aminoacidos sintetizada y secretada por las | median Ensayo de inmunoabsorcion
celulas beta pancreaticas; hormona que media | ligado a enzima ELISA. Continua Instrumento de | estandar
el aprovechamiento metabdlico de los medicion: ELISA
carbohidratos con un kit comercial
de la casa Merck-
Millipore (No. Cat.
EZHI-14K)Unidad
de medida: mg/dl
HOMA IR Modelo  homeostatico que permite la | HOMAR = (insulina (Ul/mL) x glucosa Cuantitativa Continua Media
cuantificacion de resistencia a la insulina | (mg/dL)/405
periférica. Continua estandar
HOMA B Modelo  homeostatico que permite la | HOMA-B = Insulina (Ul/mL) x 360 / Cuantitativa Continua Media
determinacién cuantitativa de  la reserva | (glucosa (mg/dL) — 63)
funcional pancreatica. Continua estandar




8.5. Recolecciéon de Datos

La informacion obtenida fue capturada por personal capacitado y con amplio
conocimiento del expediente clinico-nutricional; posteriormente, esta informacion y
los resultados de los analisis bioquimicos, fueron vertidos a una base de datos

para ser analizados en el programa de analisis estadistico.

8.6. Anaélisis Estadistico

Los resultados de la muestra de estudio se analizaron utilizando el paquete
estadistico SPSS version 22.0.

Los datos paramétricos han sido descritos con medias y desviaciones estandar,
mientras que los datos no paramétricos con frecuencia, porcentajes y U de Mann

Whitney considerando significativos los valores de p <0.05.

Se realizaron correlaciones de Spearman, considerandose significativos los

coeficientes de relacion de las variables independientes con un valor de p <0.05.

8.7. Implicaciones Bioéticas

Esta investigacion se llevd a cabo respetando los lineamientos establecidos por la
Declaracion de Helsinki de 1975 y la enmienda del afio 2012. De la misma
manera, se respetd el Reglamento de la Ley General de Salud en materia de
Investigacion en Seres Humanos.

El protocolo fue revisado y aprobado por el Comité de Etica e Investigacion de la
Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma del Estado de México.

La participacion fue voluntaria y estuvo siempre sujeta a la autorizacion del
paciente mediante el consentimiento informado declarado de forma escrita.

Este estudio se considera como una investigacion con riesgo mayor al minimo, en
virtud de que se obtuvieron muestras de sangre por puncion venosa.

La informacion obtenida de este estudio ha sido manejada en forma confidencial.
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8.8. Presupuesto y Financiamiento

Este protocolo de investigacion deriva de un macro proyecto financiado por el
Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT). Proyecto registrado,
D.1./2589/2014.

Registro por Secretaria de Investigacion y Estudios Avanzados de la UAEMex:
Clave 212946.

8.9. Infraestructuray disponibilidad

El proyecto de investigacion se realiz6 con el apoyo de la infraestructura de la
Facultad de Medicina y Centro de Investigacion y Estudios Avanzados en Ciencias
de la Salud (CIEACS) de la Universidad Autonoma del Estado de México. Asi
mismo se contd con el Laboratorio de Investigacion en Nutricion cuyo

equipamiento es suficiente para la realizacion del procesamiento de las muestras.
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9. RESULTADOS

El presente estudio transversal se constituyé por una muestra de 100 pacientes
con diagnoéstico de DMT2 residentes del Estado de México y con seguimiento
médico en unidades de salud de primer nivel de atencion pertenecientes a la
Jurisdiccion Sanitaria Toluca. Dicha muestra fue subdividida en dos grupos uno
con normopeso (DMT2 NP) y otro con sobrepeso (DMT2 SP) segun la

clasificacion de la OMS.

Respecto al sexo en el grupo con DMT2 NP 36 fueron mujeres y 14 hombres,

mientras que en DMT2 NP 12 fueron hombres y 38 mujeres.

Tomado de la historia clinica en lo referente a la ocupacion de los pacientes, el
50% de pacientes con DMT2 NP y 60% de los clasificados como DMT2 SP se

dedica al hogar (ver tabla de resultados 1).

En relacién a la escolaridad la mas frecuente fue secundaria completa con 18
pacientes en el grupo DMT2 NP y 11 pacientes para el grupo DMT2 SP; seguida
de primaria incompleta con 7 en DMT2 NP y 13 pacientes en el grupo DMT2 SP.

Por otra parte; se evalu6 también el tiempo de evolucién de los pacientes donde
se observd una media general 6.6 afios de evolucion con DMT2; se analizé por
cada grupo de estudio encontrandose una media de 7.7 £ 6.5 afios para los
pacientes con DMT2 NP; mientras que la media calculada para el grupo DMT2 SP
fue de 5.3 £ 4.7 afios.

La media de edad del grupo DMT2 NP fue de 49.8 + 7.3y de 47.6 + 7.7 afios para
los de DMT2 SP; en relacion a la edad no se encontraron diferencias significativas

entre ambos grupos.

En relacién al IMC, se observaron diferencias significativas entre ambos grupos.
DMT2 NP 23.05 + 1.51 vs 27.04 + 1.31 en el grupo DMT2 SP (p = 0.001).

En cuanto a la tension arterial, se obtuvo una media de Tension Arterial Sistolica
(TAS) de 106.8 + 12 mmHg en el grupo DMT2 NP y de 110 + 10.8 mmHg el grupo
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DMT2 SP; mientras que la media de Tension Arterial Diastolica (TAD) fue de
68.6 = 8.6 mmHg para los pacientes del grupo DMT2 NP y de 71.1 £ 8.7 mmHg
registrada para los pacientes del grupo DMT2 SP. No se encontraron diferencias
significativas entre los grupos (la tabla de resultados 2 resume las caracteristicas

de la poblacion estudiada).

En relacién a la concentracidon sérica de glucosa, la media obtenida en el grupo
DMT2 NP fue de 195.8 mg/dL = 71.2, mientras que en el grupo DMT2 SP fue de
168.4 mg/dL £ 50.9; se encontraron diferencias estadisticamente significativas

entre los grupos (p = 0.038).

En lo referente a la determinacion de insulina sérica, se encontré una media de
6.88 pUI/mL £ 2.29 para el grupo DMT2 NP; mientras que en DMT2 SP tuvo una

media de 7.36 pUl/mL £ 3.1, sin diferencias estadisticas entre ambos grupos.

Otro de los motivos de interés del presente trabajo fue realizar la determinacién de
la proteina de unidén a vitamina D; se observé una media de 355.75 + 190.88
pg/mL y un rango de cuantificacion entre 102.39 pug/mL y 927.03 pg/mL en el
grupo DMT2 NP. Por otro lado en el grupo DMT2 SP se obtuvo una media de
321.03 + 159.12 pug/mL y un rango de determinacion de 103.45 a 956.56 ug/mL,

no se encontraron diferencias en los grupos observados.

Se realiz6é ademas el calculo del indice HOMA-B; se obtuvo para el grupo DMT2
NP una media 31.65 £ 47.6 %; y para el grupo DMT2 SP de 31.08 + 19.7%,
encontrando diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (p =
0.031).

En lo que respecta al indice HOMA — IR, del grupo DMT2 NP presentd una media
de 3.41 £ 1.9 mientras que para los pacientes del grupo DMT2 SP la media
calculada fue de 3.08 = 1.65, no se encontraron diferencias entre los grupos. La

tabla de resultados 3 muestra los datos de la evaluacion bioguimica.

Se llevé a cabo una correlacion de Sperman para evaluar la asociacion de la

concentracion de proteina de union a vitamina D e insulina, el indice HOMA — IR 'y
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el HOMA — B, en los dos grupos de pacientes, no se encontraron correlaciones

significativas.

Se realiz6 un analisis secundario, donde se reagrupo la muestra de acuerdo al
rango de la concentracidon sérica de proteina de unidbn a vitamina D;
estableciendose un primer grupo DBP1, conformado por pacientes con
concentraciones entre 102.39 ug/mL y 306.44 pg/mL y con una media de 206.92 +
58.9 pg/mL. El segundo grupo DBP2, incluyé pacientes con concentraciones de
307.15 pg/mL a 956.56 pg/mL con una media de 469.86 + 153.7 pg/mL. Tomando
en cuenta esta reclasificacion de los grupos de estudio, se realizaron correlaciones
con los indices HOMA-IR y HOMA-B sin encontrar coeficientes de las variables
independientes significativos (ver tabla de resultados 4).
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9.1 TABLAS DE RESULTADOS

Tabla de Resultados 1. Datos sociodemograficos

DM2 NP DM2 SP
Sexo
Femenino 36 38
Masculino 14 12
Escolaridad
Analfabeta 4
Alfabeta 3
Primaria incompleta 7 13
Primaria completa 8 6
Secundaria incompleta 2 11
Secundaria completa 18 11
Técnica 0 2
Preparatoria inconclusa 0 1
Preparatoria completa 5 1
Licenciatura 3 1
Ocupacion
Hogar 25 30
Comerciante 6 5
Empleado 9 8
Trabajador sector salud 1 0
Empleada Domestica 1 0
Campesino 1 1
Artesano 1 2
Desempleado 1 1
Otro 2 1
Albadil 2 1
Operador 1 1

Los valores representan las frecuencias estudiadas para cada grupo con n=50. DM2 NP (grupo normo peso), DM
SP (sobrepeso).

35



Tabla de Resultados 2. Caracteristicas de la poblacion estudiada

DM2 NP DM2 SP p
Edad (afios) 49.8+73 47.6 +7.7 0.110
IMC 23.05+1.51 27.04+1.31 0.001
TA Sistélica (mmHg) 106.8 + 12 110+10.8 0.190
TA Diast6lica (mmHg) 68.6 + 8.6 71.1+ 8.7 0.160

Los valores representan la media + DE, cada grupo con n= 50. DM2 NP (grupo normo peso), DM SP (sobrepeso),
IMC (Indice de Masa Corporal), TA (tensidn arterial). Se realiz6 analisis U de Mann Whitney con una p =< 0.05.

Tabla de resultados 3. Analisis y evaluacion bioquimica

DM2 NP DM2 SP p
Glucosa Plasmatica (mg/dL) 195.85+71.2 168.49 £ 50.9 0.038
Insulina (LUI/mL) 6.8+2.29 7.36+3.10 0.817
HOMA IR 3.41+1.97 3.08 +1.65 0.093
HOMA B (%) 31.65+47.6 31.08 +19.70 0.031
Proteina de Unién (ug/mL) 355.75 + 190.88 321.03 +159.12 0.459

Los valores representan la media = DE, cada grupo con n=50. DM2 NP (grupo normo peso), DM SP (sobrepeso). Se
realizé analisis U de Mann Whitney con una p =< 0.05.
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Tabla de resultados 4. Correlacién Proteina de Unién a vitamina D, HOMA IR

y HOMA B.
DBP1 p DBP2 p

HOMA IR -0.010 0.994 -0.106 0.464

HOMA B (%) -0.140 0.333 0.460 0.751

Los valores representan el coeficiente de correlacion de Spearman para cada grupo con n=50. DBP1 (grupo rango
entre 206.92 + 58.9 ug/mL), DBP2 (grupo rango entre 469.86 + 153.7 ug/mL). Se considera significativa una p =< 0.05
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10. DISCUSION DE RESULTADOS

Hoy en dia y derivado de la gran incidencia de pacientes diagnosticados con
DMT2 se han descrito una gran cantidad de vias fisiopatologicas de esta
enfermedad, siempre en busca de una mejora en el control de esta patologia;
entre estas lineas de investigacion ha surgido en las Ultimas décadas investigacion
cientifica formal que avalan el papel de la vitamina D dentro de sus efectos

denominados no clasicos en la secrecién de insulina.

Por otra parte, la hipovitaminosis D, se ha definido ya como epidemia, pues se
presenta a nivel mundial estimandose que mas del 20% de los adultos mayores de
Estados Unidos, Canada y Europa son vitamina D deficientes asi como también
gran parte de los adultos jovenes de India, Africa y América del Sur. Este

comportamiento no es distinto de lo que ocurre en nuestro pais.

Esta deficiencia de vitamina D se ha asociado con factores de riesgo individuales
asociados a la presencia de Sindrome Metabdlico (SM) y a un riesgo aumentado
de padecer DMT2 (40).

Existe suficiente bibliografia que respalda la asociaciébn entre vitamina D y
resistencia a la insulina y como factor en la fisiopatogenia de la DMT2; un meta-
analisis realizado por Pittas y colaboradores que incluyo 19 estudios transversales,
13 estudios caso-controles y 12 estudios prospectivos en adultos; demostré que
los niveles bajos de 25(OH) D o un bajo consumo de vitamina D se asocié a un
mayor riesgo de padecer de DMT2 en diferentes poblaciones y grupos de edad,

incluyendo los Hispanos (39).

De igual forma se ha demostrado la utilidad de la proteina de unién a vitamina D
como biomarcador de Vitamina D tal y como lo describe Sonderman vy
colaboradores donde se demostrd la alta afinidad y estabilidad de la proteina de
unién con la 25 (OH) D que en la clinica se utiliza para cuantificar a la vitamina D
(41).

El presente estudio pertenece a un macro proyecto; entre sus objetivos esta el
verificar si existe relacidon entre la concentracion de proteina de union a vitamina
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D y los indices HOMA-B, HOMA-IR e insulina para la muestra de pacientes con
DMT2 residentes del Estado de México y pertenecientes a la Jurisdiccién Sanitaria

Toluca.

Resulto de interés el conocer sobre la actividad diaria del paciente en nuestra
muestra y para ambos grupos predomino aquellas dedicadas al hogar; resulta de
importancia puesto que es un determinante en la evolucion del padecimiento pues
de su actividad econdmica depende la adquisicion y el impacto del tratamiento asi

como las complicaciones de la DMT2.

En este estudio en cuanto a los niveles de glucosa plasmatica encontramos las
medias para ambos grupos por encima de la meta de control estipulada no solo en
las guias mexicanas pautadas por la NOM-015-SSA2-2010 si no también en las
guias internacionales de la ADA (24) (23), siendo aun mayor el descontrol en
pacientes con DMT2 NP con una media de 195.8 mg/dl; lo que se traduce en un

peor prondstico para nuestros pacientes a largo plazo.

Se encontré de igual manera coeficiente de correlacion muy significativa y lo
esperado entre el nivel de insulina y el indice HOMA - IR del cual se ha tomado
como punto de cohorte 2.6 (27), que comparado con la media de ambos grupos es
decir 3.41 para los pacientes con DMT2 NP y 3.08 para los pacientes con DMT2
SP lo que traduce en nuestros pacientes un aumento en la resistencia a la insulina
en los tejidos periféricos; mientras que fue inversa con el indice HOMA - B es
decir mientras menor cantidad de insulina exista entonces el porcentaje de células
funcionales es decir reserva pancreatica sera menor, en nuestra muestra de
pacientes reportamos medias para el indice HOMA-B mayores a 30% que es lo
esperado en pacientes sanos y esto puede responderse puesto que los pacientes
de nuestro estudio son pacientes con una media de tiempo de evolucién no mayor
a 10 afos y por tanto existe aun reserva pancreatica funcional, pues se ha descrito

un ritmo de deterioro de 1.25 % anual (42).

Recientemente un estudio realizado por Camile E. Powe y colaboradores (43);
cuyo proposito fue el medir proteina de unién a vitamina D como una forma de

cuantificar vitamina D circulante y por tanto no biodisponible y encontrar su
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relacion con diferencias raciales es decir pacientes caucasicos y afroamericanos,
ellos utilizaron la misma técnica para determinar la proteina que la realizada en el
presente estudio (ELISA) y determinaron a sus pacientes afroamericanos con
hipovitaminosis con una media como punto de cohorte de 168 pg/mL y mayor a
300 pg/mL en caucasicos esta diferencia racial secundaria a los polimorfimos

sobre los genes asociados con la proteina de union.

Otro estudio representativo en el que realizo por la misma técnica que este estudio
la determinacion de proteina de union a vitamina D y el que ademas se realiza su
asociacion por cuartiles con la vitamina D circulante es el propuesto por Hou —
Qun Y. y colaboradores donde el cuartil 1 representa valores menores a 168 pg/mi

gue define hipovitaminosis y el cuartil 4 mayor a 285 pg/mL (44).

Basados en los datos arriba descritos, de los pacientes incluidos en este estudio,
solo el 14 % pueden ser catalogados con hipovitaminosis. Esto reafirma entonces,
que la raza es un factor determinante en la concentracion de vitamina D, sin

minimizar el efecto de otros factores como el consumo o la exposicién solar.

La proteina de unién a vitamina D es la principal proteina portadora de 25 -
hidroxivitamina D (25 (OH) D) en la circulacion, donde se puede servir papeles en
el mantenimiento de niveles estables durante los tiempos de disminucién de 25
(OH) la disponibilidad y en la prestacion de regulacién de 25 (OH) D a los tejidos
diana. Varios polimorfismos genéticos de DBP se han descrito que conducen a
cambios fenotipicos en la proteina que pueden afectar a la afinidad, la actividad, y
la concentracidon. Estos polimorfismos se han relacionado con alteraciones en la
densidad Osea en varias poblaciones y también en sus acciones no genomicas

como la aqui estudiada (45).

Por otra parte Pedro M. Vidal y colaboradores (46) describen que no existe
asociacion en pacientes suizos entre las concentraciones de vitamina D la cual se
cuantific6 mediante la determinacion de 25 (OH) D3y la resistencia a la insulina
esta Ultima variable al igual que la nuestra se determind mediante el indice HOMA
— IR con el mismo punto de cohorte que el presente trabajo (2.6). Dicho estudio

revela que no existe asociacion significativa pese al ajuste por IMC y que al
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respecto juega un papel muy importante la adiposidad y la alteraciéon secundaria
sobre los receptores de insulina; también hace referencia al efecto que tiene la
proteina de unidn a vitamina D, modulando las concentraciones circulantes de 25
(OH) D3, lo que indirectamente indica el nivel de biodisponibilidad de la misma
(44).

En cuanto a reportes locales; en un estudio previo realizado por el mismo grupo de
investigacion y que sirvi6 como referencia para el presente estudio donde se
buscé la asociacion entre el consumo de vitamina D y la funcion de las células
beta mediante los indices HOMA y donde se concluy6 que existia hipovitaminosis
en la muestra de pacientes observada, que no existia asociacién significativa con
la concentracion de insulina, pero si una correlacién negativa entre el consumo de
vitamina D y el indice HOMA B en pacientes con diabetes y sobrepeso (47);
comportamiento contrario al presente estudio donde no se encontré asociacion

entre estas variables.

Es claro que existe asociacion tedrica entre la concentracion sérica de vitamina D
y la secrecion de insulina y por ende ser un factor en el desarrollo de DMT2; sin
embargo no se pierda de vista que esta es un enfermedad multifactorial, por lo que
la participacion de dicho factor de riesgo sera expresado de acuerdo a la
sensibilidad del paciente; como se mencioné previamente, esto depende de
muchos factores como la etnia, el tiempo de evoluciéon y los polimorfismos que
existan en los genes ligados a vitamina D. Al respecto ha de considerarse la actual
teoria sobre la patogenia de la enfermedad donde no solo se toma en cuenta la
disfuncion de las células beta sino también otros aspectos ambientales e

inflamatorios, asi como micro y macronutrimentos.

Como se expuso muchos de los estudios prospectivos y retrospectivos (39) (44),
actualmente son contradictorios sobre el impacto real de la vitamina D sobre la
resistencia a la insulina y el desarrollo de DMT2 vy esto probablemente secundario
a las diferentes técnicas y ensayos diversos para la cuantificaciéon de la misma, lo

cual sesga los resultados para que pudiesen compararse entre ellos.
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En cuanto a este estudio se midié la proteina de unién que se une con alta
afinidad como se ha mencionado y se ve poco influenciada por otras alteraciones
bioquimicas que pudiesen alterar los resultados, como sucede al cuantificar otros
metabolitos de forma directa; sin embargo no existen estudios en los que se haya

utilizado esta molécula y relacionarla con pacientes con DMT2.
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11. CONCLUSIONES.

Se concluye entonces que los pacientes de la muestra de este estudio transversal,
residentes del Estado de México y con seguimiento en unidades de primer nivel de
la Jurisdiccion Sanitaria Toluca, presentan medias de glucosa plasmética tras
ayuno muy por encima de las metas de control para la enfermedad, lo que
disminuye su esperanza de vida y aumenta el riesgo de desarrollo de

complicaciones a mediano y largo plazo.

En cuanto a la funcionalidad de las células beta, esto cuantificado de forma
indirecta por el indice HOMA — B para ambos grupos, la media es mayor al 30 %
gue habla de reserva pancreatica esto se explica por qué los pacientes estudiados
no tienen una evolucion larga de la enfermedad. Lo que si se pudo observar, es
que existe un gran numero con pacientes con resistencia a la insulina,
independientemente de que estuvieran en normopeso (3.41 + 1.97) o que tuvieran
sobrepeso (3.08 £ 1.65).

Por su parte, se observd que una pequefa proporcion la muestra siendo del 14%,
se encontr6 concentraciones de proteina de unién a vitamina D por debajo del

punto de cohorte reportado.

No se encontrd en el presente trabajo de investigacién una asociacién significativa
entre las concentraciones séricas de proteina de union a vitamina D con los
indices HOMA - IR o HOMA - B; esta situacion no mostro ser diferente para
ninguno de los dos grupos (DMT2 NP o DMT2 SP) en los que se dividid la

muestra.

Pese que existe soélida evidencia sobre la relacion entre la concentracion
disminuida de vitamina D y el aumento en la resistencia a la insulina y por ende en
el desarrollo de Diabetes Mellitus, no es asi en la investigacion sobre la
determinacién de proteina de unién a vitamina D lo cual la vuelve un factor de

mayor interés.
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12. RECOMEDACIONES

Reconocer a la Diabetes Mellitus tipo 2 como una enfermedad global que
disminuye la calidad de vida de los pacientes por las complicaciones que

conlleva, generando asi aumento en costos en salud publica.

Buscar estrategias terapéuticas que logren un mejor control de la DMT2,
disminuyendo asi la aparicion temprana de complicaciones micro y macro

vasculares en los pacientes.

Considerar a la vitamina D como un elemento mas en la fisiopatogenia de la
DMT2 y por ende un buen objetivo terapéutico, en busca de que los

pacientes puedan mejorar la respuesta a su tratamiento.
Considerar a la hipovitaminosis D como un padecimiento real, cada vez

mas prevalente y asociado a diversas patologias como, diabetes mellitus
tipo 2, enfermedades cardiovasculares e incluso neoplasias.
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14. ANEXOS
ANEXO 1. CARTA DE CONSENTIMIENTO BAJO INFORMACION
UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MEXICO
FACULTAD DE MEDICINA
CUERPO ACADEMICO DE NUTRICION Y SALUD

Proyecto de Investigacién: “Efecto de la suplementacién con vitamina D sobre el proceso
Inmuno-inflamatorio en pacientes con Diabetes Mellitus tipo 2 en México”.

Investigadores: Dra. en C. Roxana Valdés Ramos, Dra. en C.S. Ana Laura Guadarrama Lépez.
(UAEM).

CARTA DE CONSENTIMIENTO BAJO INFORMACION

La Facultad de Medicina de la Universidad Autbnoma del Estado de México en colaboracién con el
Instituto de Salud del Estado de México (ISEM) llevara a cabo un estudio en pacientes diabéticos

tipo 2 residentes del Estado de México.

El propésito de este programa es evaluar la relacion existente entre el consumo de suplementos de
vitamina D y algunos indicadores de inflamacion crénica y de los sistemas de defensa del

organismo en pacientes con diabetes mellitus tipo 2.

Después de leer la siguiente carta, por favor indique si esta de acuerdo en participar en el estudio y

de ser asi firme el documento.

El estudio es la continuacién del proyecto en cual usted ya participd, consistird en acudir al Centro
de Salud, donde se le asignara al azar a uno de los cuatro grupos de estudio; durante su cita
mensual programada con el Médico se le proporcionara un suplemento alimenticio cuya
presentacion sera en forma de capsulas de gel y que usted consumird por 6 meses, al término de
los mismos se le programara una cita para realizarle nuevamente las mediciones corporales y

recolectar una muestra de sangre, tal como se le practicaron en la primera etapa del proyecto.

Cuando haya concluidos su tratamiento, se le programard una cita se le realizard un breve
interrogatorio con respecto al consumo del suplemento que le fue proporcionado. El tiempo
aproximado para contestar estas preguntas es de 10 minutos. Ademas se le realizaran
nuevamente mediciones de peso, estatura y circunferencia de cintura, por lo que se le recomienda

acudir con ropa comoda; el tiempo aproximado para estas mediciones es de 20 minutos.
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Ademas se le tomara una muestra de 28.5 mL de sangre, por lo cual debera acudir en ayuno total
de 12 horas. La toma de muestra sanguinea sera realizada por personal profesional capacitado y
se realizara una puncion en el brazo, la cual puede ocasionar cierta incomodidad o algun tipo de
moretén, pero no representa ningln otro tipo de riesgo. Todo el material utilizado serd nuevo,
desechable y estéril.

Las mediciones y los examenes de sangre, al igual que el suplemento alimenticio se
proporcionaran SIN COSTO alguno para usted y los resultados le seran entregados con

interpretacion al final del proyecto de manera personalizada.

La participacién en el estudio es totalmente voluntaria y tiene la opcién de rechazar o retirarse de la
investigacién en el momento que usted lo decida, sin que esto afecte la atencion que usted recibe
regularmente en el Centro de Salud. También puede negarse a contestar cualquier pregunta que lo
haga sentirse incomodo u incomoda. NO EXISTIRA NINGUN TIPO DE COMPENSACION

ECONOMICA de parte de la Universidad o del Instituto por su participacion en esta investigacion.

La informacion que usted nos proporcione, sera estrictamente confidencial, los cuestionarios
aplicados serdn almacenados en un lugar seguro y seran destruidos aproximadamente en tres
afios. Cuando los resultados de esta investigacion sean presentados en foros cientificos o
publicados, seran siempre de manera grupal, por lo que no existe posibilidad de que sus datos

sean identificados de manera individual.

Esta investigacion ha sido revisada y aprobada por el Comité de Bioética e Investigacién de la
Universidad Autonoma del Estado de México.

Después de que se me explicaron los procedimientos, beneficios y riesgos de este estudio, declaro
que he leido y comprendido las explicaciones que se me han dado a todas mis preguntas y al

asentar mi firma en este documento, acepto voluntariamente participar en esta investigacion.

Nombre y firma del participante

Nombre y firma del investigador

Nombre y firma del personal de ISEM

Nombre, firma y parentesco de testigo

Nombre, firma y parentesco de testigo

Para cualquier informacién adicional o aclaracién, favor de comunicarse con:
Dra. Ana Laura Guadarrama Lépez 6 Dra. Roxana Valdés Ramos al teléfono
01 (722) 2 17 48 31 ext. 122 de 08:00 a 15:00 horas.
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ANEXO 2. HISTORIA CLINICA

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MEXICO
FACULTAD DE MEDICINA

CUERPO ACADEMICO DE NUTRICION Y SALUD

Proyecto de Investigacion: Proyecto de Investigacién: “Efecto de la suplementacion con acidos grasos Omega
3 y vitamina D sobre el proceso Inmuno-inflamatorio en pacientes con Diabetes Mellitus tipo 2 en
México”.

Investigadores: Dra. en C. Roxana Valdés Ramos, Dra. en C.S. Ana Laura Guadarrama Lépez. (UAEM).

HISTORIA CLINICA GENERAL

Unidad médica: Numero de paciente:

DATOS GENERALES

Nombre del Paciente: Edad: Género:

O O
M F

Domicilio (calle, nimero exterior, nimero interior, colonia, localidad, municipio):

Teléfono: Ocupacién: Escolaridad:

ANTECEDENTES HEREDOFAMILIARES

Diabéticos: Hipertensos: Neoplasicos Otros:

ANTECEDENTES PERSONALES NO PATOLOGICOS

Condiciones de vivienda: Habitos Higiénicos:

8 R O ™ s Or Om

Exposicion : Toxicomanias:

éCudles?
O O I:INo I:l,i

Humos Polvos

¢Cuanto tiempo?

ANTECEDENTES PERSONALES PATOLOGICOS

Quirurgicos: Alérgicos: Transfusionales: Otros:

ANTECEDENTES GINECO-OBSTETRICOS

Menarca: Ritmo: I.V.S.A.: Gesta:

PARA: Abortos: Cesareas: F.U.P:
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F.U.M: F.U. Citologia: Climaterio: Método anticonceptivo:

O O

Temporal Definitivo
PADECIMIENTO ACTUAL
P. (problema)
S. (sintomas)
0. (exploracion fisica)
A. (diagnostico)
P. (hombre del medicamento, dosis, via, duracion)
1
2
3
Otras medidas e indicaciones. (problema)
EXPLORACION FiSICA
T.A. F.R. T. PESO:
TALLA: I.M.C. MASA MAGRA: % GRASA:
% AGUA: Cc.C. OTROS:
Habito exterior Palidez de tegumentos: Mucosas hidratadas:
O | Osi [ No [ si [No
Normal Anormal
Campos Pulmonares Ventilados Alteraciones de Frecuencia, Ritmo y Tonacidad Cardiaca:

[QBien [ Mal [ si [QNo
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Otra signologia agregada:
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ANEXO 3. TOMA DE MUESTRA SANGUINEA

1. Preparar el material necesario.
2. Realizar lavado de manos clinico.
3. Informar al paciente en relacion al procedimiento.

4. Acomodar al paciente en una posicion que sea confortable tanto para el propio
paciente como para el médico, con el brazo apoyado en una superficie plana y
firme, asi mismo asegurese de que la iluminacién es adecuada.

5. Colocar torniquete 5-10 cm por encima del sitio a puncionar (no mantenerlo por
mas de 3 minutos, para evitar la hemoconcentracion).

6. Seleccionar la vena a puncionar mediante palpacion.

Las venas mas utilizadas para la venopunciéon, estan localizadas en el area
antecubital. Entre éstas tenemos: a) Vena Cubital: Es la mas larga y gruesa de
todas y es la preferida por bordear la musculatura del brazo. b) Vena Cefélica:
Tiene iguales caracteristicas de la anterior, pero es un poco menos gruesa. C)
Vena Basilica: Es més pequefia que las anteriores. Esta vena esta cerca de la
arteria braquial, por lo que su puncion es riesgosa y su area es mas sensible y
dolorosa para el paciente. Evite areas con hematoma, fistulas, quemaduras,
escoriaciones de la piel o cicatrices.

7. Realizar asepsia con alcohol etilico o isopropilico a 70%.
8. Realizar el enguantado con técnica estéril.

9. Antes de puncionar observar que el bisel este hacia arriba; en angulo de 10°y
30° para atravesar la piel y luego disminuir el angulo para no atravesar la vena.

10. Cuando llega el retorno venoso, soltar la fijacion, aflojar el torniquete y permitir
el llenado de equipo vacutainer hasta tener la cantidad de sangre necesaria.

11. Presionar el algodon sobre el sitio de la puncion aplicando una presion
adecuada y no excesiva para evitar la formacién de hematoma (48).
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ANEXO 4. DETERMINACION DE INSULINA

1. Diluir el concentrado 10X HRP (buffer de lavado) mediante la mezcla de todo el
contenido con 450 mL de agua desionizada o agua destilada.

2. Retirar el nimero necesario de tiras de la placa de microtitulacion de ensayo.

Las tiras no usadas deberdn guardarse en la bolsa de aluminio y se
almacenaran a 2-8 °C. Unir las tiras en una placa vacia y llenar cada pozo con
300 pl de buffer de lavado HRP diluido. Se incuba a temperatura ambiente
durante 5 minutos.
Procedimiento de lavado: Decantar el buffer de lavado y retirar la cantidad
residual de todos los pozos invirtiendo la placa y golpear firmemente sobre
toallas absorbentes varias veces. No dejar que los pozos se sequen antes de
proceder al préximo paso.

3. Afadir 20 pl buffer de ensayo a los pozos NSB (union no especifica) y cada
uno de los pozos de muestras.

4. Anadir 20 ul solucion matriz a la NSB, estandar y de control de pozos.

5. Agregar por duplicado 20 pl del estandar en orden en concentracion
ascendente en los pozos apropiados. Afiadir 20 pl control 1 y control 2, 20 ul a
los pozos apropiados.

6. Afadir secuencialmente 20 ul de las muestras desconocidas por duplicado a
los pozos restantes.

7. Afadir 20 ul de anticuerpos de deteccién a todos los pozos. Para mejores
resultados todas las adiciones deberan ser completadas dentro de los 30
minutos.

8. Cubrir la placa con un sellador de placa e incubar a temperatura ambiente
durante 1 hora. Agitar a velocidad moderada (aproximadamente 400 a 500
rpm). Retirar por decantacién la solucion restante de la placa.

9. Lavar los pozos 3 veces con buffer de lavado diluido HRP, 300 ul por pozo por
lavado.

10.Anadir 100 pl de Solucién Enzimatica a cada pozo. Cubrir la placa con el
sellador e incubar con moderada agitacion a temperatura ambiente durante 30
minutos en la placa de agitacion.

11.Lavar los pozos 5 veces con buffer de lavado diluido HRP 300 pl por pozo por
lavado.

12.Aiadir 100 mL de sustrato a cada pozo, cubrir la placa con sellador y agitar
durante aproximadamente 5 a 20 minutos. El color azul se debe formar en los
pozos de insulina con intensidad proporcional a concentraciones crecientes de
insulina.
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13.Retirar el sellador y afiadir 100 pl de solucion de paro.

14.Se realiza lectura de la placa a 450 nm.

15.La curva dosis-respuesta se ajusta mejor a una sigmoidal 4 o a ecuacion
parametro logistico 5.

16.Los resultados de las muestras desconocidas pueden ser calculados con
cualquier software que contiene la funcion logistica de 4 6 5 parametros.

17.El ensayo debe considerarse aceptado cuando los valores de controles de
calidad (control 1 y control 2) se encuentran dentro de los rangos
proporcionados en el kit.
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ANEXO 5 DETERMINACION DE PROTEINA DE UNION A VITAMINA D

1. Preparar todos los reactivos, controles, estandares, y las muestras.

2. Preparacion de la muestra: Las muestras de suero y de plasma requieren una
dilucion 1:2000. Esta dilucion de 1:2000 se puede lograr mediante la adicion de
20 pl de muestra a 980 pl de calibrador Diluyente RD6-11. Completar la
dilucion 1:2000 mediante la adicion de 25 pl de la muestra diluida a 975 ul de
calibrador Diluyente RD6-11.

3. Retirar el exceso de tiras de microplacas del marco de la placa, devolverlos a
la bolsa de aluminio con desecante y vuelva a sellar.

4. Anadir 100 mL de Diluyente de Ensayo RD1-19 a cada pozo.

5. Afadir 50 pl de estandar, control o muestra por pozo. Cubrir con la tira
adhesiva proporcionada. Incubar durante 1 hora a temperatura ambiente en un
agitador de microplacas orbital horizontal (0.12 "6rbita) regulado a 500 + 50
rpm.

6. Lavar los pozos 3 veces con buffer de lavado (400 ul) por pozo por lavado
utilizando una jeringa, colector dispensador, o auto - lavado. La eliminacion
completa del liquido en cada paso es esencial para un buen resultado.
Después del ultimo lavado, eliminar cualquier solucion restante mediante la
aspiracion o decantacion. Invertir la placa y golpear contra una toalla de papel
limpia.

7. Afadir 200 pl de concentrado de DBP a cada pozo. Cubrir con una nueva tira
adhesiva. Incubar durante 2 horas a temperatura ambiente en el agitador.

8. Repetir la aspiracion y lavado como en el paso 6.

9. Afadir 200 pl de solucion a cada pozo. Incubar durante 30 minutos a
temperatura ambiente en la mesa de trabajo. Proteger de la luz.

10. Afadir 50 pl de solucion de paro a cada pozo. Si el cambio de color no aparece
uniforme, toque suavemente la placa para asegurar una buena mezcla.

11.Determinar la densidad 6ptica de cada pozo en 30 minutos, usando un lector
de microplacas ajustado a 450 nm. Si la correccién de longitud de onda esta
disponible, ajustado a 540 nm o 570 nm. Si la correccién de longitud de onda
no esta disponible, restar las lecturas a 540 nm o 570 nm a partir de las
lecturas 450 nm. Esta resta corrige las imperfecciones Opticas en la placa. Las
lecturas hechas directamente a 450 nm sin correccion pueden ser menos
precisa.

Célculo de resultados

1. La media de las lecturas por duplicado para cada reactivo, control y muestra y
restar la media estandar de densidad optica (D.O.).
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Crear una curva estandar mediante la reduccién de los datos utilizando un
software capaz de generar una curva de 4 parametros (4-PL).

Si las muestras han sido diluidas, la concentracion de la curva estandar debe
ser multiplicada por el factor de dilucién.
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