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OBJETIVOS

Objetivo General

Estimar la concentracion de homocisteina sérica y su posible correlacion con
algunos de los parametros de control metabolico en un grupo de pacientes con diabetes
mellitus tipo 2 (DMT2) de una unidad de primer nivel de atencion médica de

Hermosillo, Sonora.

Objetivos Particulares

e Determinar la concentracion de los marcadores de glicemia, perfil de lipidos,
proteinas totales, aloimina, creatinina, proteina C reactiva (PCR) y &cido sialico
(SA), para estimar el control metabdlico de un grupo de pacientes con DMT2 y

un grupo control formado con adultos aparentemente sanos.

e Estimar la concentracion de homocisteina sérica, de pacientes y controles, por

HPLC con deteccién fluorométrica.

e Comparar los niveles de homocisteina del grupo de pacientes con diabetes con

relacion al grupo control.

e Determinar la correlacion entre homocisteina sérica y los pardmetros de control

metabolico en los pacientes diabéticos.



RESUMEN

La relacion entre la hiperhomocisteinemia (>15 pmol/L) y la enfermedad
cardiovascular en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), es aun motivo de
controversia, pues mientras que algunos investigadores han demostrado una fuerte
asociacion, otros no la han encontrado o solo la detectan en determinados subgrupos de
pacientes.

Se ha demostrado que la concentracion de homocisteina (Hcys) sérica varia entre
poblaciones (Cordoba y Meneses, 2002) pero en Sonora, México, no se han estimado los
niveles séricos de Hcys sérica, ni su relacion con los parametros de control metabdlico
en los pacientes con DMT2. En este trabajo, se brindan resultados preliminares de la
elevacion en la concentracion de Hcys sérica en un grupo de 47 pacientes con DMT2 de
una unidad de primer nivel de atencion médica de Hermosillo, Sonora, asi como de la

relacién entre algunos marcadores de control metabdlico y la concentracion de Hcys.

La Hcys se midié por HPLC con deteccion fluorométrica y la glucosa preprandial,
colesterol total, HDL-colesterol (HDL-col), LDL-colesterol (LDL-col), triglicéridos,
proteinas totales (PT), albimina y creatinina, fueron estimadas por métodos
colorimétricos. El &cido sialico (SA) se estim6 por un método enzimatico, la proteina C
reactiva (PCR) por nefelometria de alta sensibilidad y la hemoglobina Alc (HbAlc) por

inmunoafinidad.

Se encontraron diferencias significativas (p<0.05) entre los niveles de Hcys de los
pacientes (15.55 umol/L; Rl = 11.6 - 18.8), con relacion a un grupo de 17 adultos no
diabéticos, pareados por sexo y edad (11.2 pmol/L; RI = 10.9 - 12.3). Se encontro
asociacion de la Hcys con el LDL-col y con la depuracion de creatinina plasmatica,
solamente en el grupo de pacientes con DM2. Ademds, se encontraron
significativamente elevados los niveles de HbAlc, glucosa, PCR y SA en los pacientes



con DMZ2. La concentracion de estos marcadores, asi como los de triglicéridos, proteinas
totales y creatinina, fue significativamente superior a la del grupo control.

Considerando globalmente estos resultados y la aplicacion que se les ha dado en
otros estudios a resultados similares, se recomienda realizar otro estudio ampliando la
muestra de pacientes, para estimar el valor de la Hcys como factor de riesgo de

complicaciones vasculares en los pacientes con DMT?2.

Xi



INTRODUCCION

La diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) es un desorden plurimetabdlico que se
caracteriza por hiperglicemia cronica. Este puede ser el Unico signo al diagnosticarse la
enfermedad, pero al progresar ésta, se deteriora de la funcion de tejidos y érganos como
los ojos, los rifiones, los nervios y el corazdn. Por ello, la diabetes es una de las
principales causas de discapacidad prematura y muerte en adultos en México (OMS,
2010).

En los pacientes que sufren diabetes, la enfermedad cardiovascular es de dos a seis
veces mas frecuente que en las personas normoglicémicas (Masuda y col., 2008). La
base patogénica de esta complicacion es la aterosclerosis, en cuyo desarrollo esta
implicada la dislipidemia, la inflamacion endotelial cronica y la accién de compuestos

oxidantes tales como los radicales de oxigeno (Hadi y Suwaidi, 2007).

Estudios recientes sugieren que el aumento de homocisteina (Hcys) sérica
contribuye también al desarrollo de la aterosclerosis (Cordoba y Meneses, 2002). La
Hcys es un aminoacido azufrado originado metabolicamente de la metionina (Méndez y
Fernandez, 1999), que al elevarse en el suero participa en la formacion de compuestos
oxidantes con poder aterogenico (Vasan y col., 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
formacion de trombos y el dafio del endotelio vascular (Cérdova y Meneses, 2002;
Spijkerman y col., 2005). Por estas razones se cree que la medicion de Hcys sérica
podria ser de utilidad para estimar el riesgo de complicaciones vasculares de la diabetes
(Spijkerman y col., 2005). Sin embargo, hasta ahora no hay un acuerdo global para
aceptar a la hiperhomocisteinemia como marcador de complicaciones vasculares, porque
en varios estudios se ha observado que no hay 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



cardiovascular (Brazionis y col., 2008; Pavia y col., 2000). Es probable que las
inconsistencias entre las diferentes publicaciones se deban a que los estudios se han
hecho con poblaciones de pacientes muy pequefias y sin considerar otros factores de
riesgo cardiovascular (Spijkerman y col., 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. Por
lo tanto, el objetivo de este estudio fue estimar la concentracion de Hcys sérica y su
posible correlacion con algunos de los parametros de control metabolico en un grupo de
pacientes con DM2 de una unidad de primer nivel de atencion médica de Hermosillo,

Sonora.



ANTECEDENTES

Aspectos Clinicos y Fisiopatologia de la Diabetes Mellitus Tipo 2

La diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) es un sindrome plurimetabolico, en el que se
presentan anormalidades en el metabolismo de carbohidratos, grasas y proteinas. La
alteracion subyacente de esta enfermedad es la deficiencia en la secrecion y/o la
respuesta inadecuada de los tejidos a la accion de la insulina, que provoca la
hiperglicemia cronica (glucosa en plasma > 126 mg/dL o > 7.0 umol /L en ayuno, y >
200 mg/dL o > 11.1 umol /L a las dos horas después de haber ingerido alimentos)
caracteristica de la diabetes mellitus (OMS, 2010). La hiperglicemia crénica no produce
sintomas al iniciar la DMT2, pero al progresar ésta aparecen sintomas tales como
poliuria, polidipsia, pérdida de peso, algunas veces con polifagia y vision borrosa (ADA,
2011).

La hiperglicemia crénica en la diabetes est4 fuertemente asociada con la aparicion
de dafios a largo plazo, causando la disfuncién de la red arterial y nerviosa, asi como la
discapacidad de varios 6rganos. La principal base patogénica de los dafios organicos
asociados a la hiperglicemia es la formacién de placas de tejido fibroso en el endotelio
vascular, acompafiadas de un proceso inflamatorio crénico, asi como de la acumulacion
de elementos lipoidicos (lipoproteinas de baja densidad) y plaquetas en el endotelio de
las arterias periféricas y del corazon, causando hipertension, alteraciones en el sistema

hemodinamico y eventos tromboembdlicos (ADA, 2011).

La diabetes, no sélo es un factor de riesgo importante para el desarrollo prematuro
de la aterosclerosis sino también para su rapida progresion. Méas aun, se ha observado
que los procesos aterosclerdticos en pacientes de alto riesgo comienzan antes de que el
diagnostico de diabetes se haya establecido; el riesgo de enfermedad coronaria arterial
de pacientes con estado prediabético o intolerantes a la glucosa es de dos a tres veces
superior al de personas normoglicémicas, mientras que el riesgo de ateroesclerosis en

pacientes diabéticos es cuatro veces mayor (Hsueh, 2003; Hultberg y col., 1991).



Otros factores de riesgo relacionados con la diabetes (hiperinsulinemia, obesidad,
hipertensidn, hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia, tabaquismo, etc) también pueden
aumentar el riesgo de enfermedad cardiovascular en pacientes con diabetes. Sin
embargo, el proceso de aterosclerosis en la diabetes es complejo y por esto se han estado
evaluando nuevos marcadores para detectar en etapas tempranas el riesgo de
enfermedades vasculares (Guldener y Stehouwer, 2002). Dentro de estos marcadores se
encuentran las concentraciones elevadas de lipoproteina (a) (Schwartzmany col., 1998),
la alteracion del balance entre radicales oxidantes y antioxidantes (Vita y col.,1998), la
hipercoagulabilidad (Hamstem y col.,1987), el polimorfismo del gen de la enzima
convertidora de la angiotensina (Cambien y col., 1992), el antigeno leucocitario humano
DR (HLA)-DR (Neri y col.,1997), las infecciones crénicas (Danesh y col.,1997), las
alteraciones del 6xido nitrico (Moncada y col., 1991), la proteina C reactiva (PCR), la
proteina sérica A amiloide (Liuzzo y col.,1994; Pepys y col.,1983 y 2003), la
ceruloplasmina (Reunanen y col.,1992) y la baja concentracion de albdmina sérica
(Kuller y col.,1991). Otros marcadores, que han sido evaluados recientemente, son el
acido sidlico y la Heys. El acido sialico es un componente de las membranas celulares y
de muchas glicoproteinas plasmaticas (Yarema, 2006) y su nivel elevado en plasma
puede indicar dafio excesivo de la membrana celular vascular o pérdida del acido sialico
terminal en las moléculas plasmaticas. Ademas, el acido sialico puede ser utilizado
como marcador de la respuesta de fase aguda porque muchas de las proteinas que
participan en los procesos de inflamacidn son glicoproteinas sialiladas (Pickup, 2004).
Por otro lado, en la Gltima década se ha mencionado que la determinacion de Hcys sérica
podria ser una herramienta de gran utilidad para identificar el riesgo de enfermedad
cardiovascular (Brazionis y col., 2008), porque a diferencia de otros marcadores se ha
visto que la concentracion elevada de Hcys sérica (hiperhomocisteinemia) parece ser un
factor de riesgo independiente de enfermedad cardiovascular en pacientes con diabetes
tipo 2 (Guldener y Stehouwer, 2002). No obstante lo anterior, existen publicaciones en
las que los resultados no han permitido comprobar lo anterior, trayendo un serio debate

en torno a la utilidad de la Hcys como marcador de complicaciones vasculares.



Homocisteina

Metabolismo de la Homocisteina

La Hcys es un aminoacido que no forma parte de la dieta y no es incorporado a las
proteinas. Es producida por el organismo humano a partir de la desmetilacion del
aminoacido metionina y la regulacion de su sintesis ocurre por las vias metabolicas de
remetilacion y transulfuracion (Figura 1) (Sayar y col., 2007; Nygard y col., 1999). Es
un aminoacido con un grupo sulfhidrilo susceptible a la oxidacién a pH fisioldgico v,
por lo tanto, con tendencia a formar enlaces disulfuro con los grupos tiol de diversos
metabolitos y con otras moléculas de Hcys (Figura 2). La unién de dos moléculas de

Hcys mediante un enlace disulfuro da lugar a la homocistina.

Pueden sintetizarse disulfuros mixtos de Hcys con cisteina libre o con las cisteinas
de péptidos y proteinas; estas variantes se denominan en conjunto Hcys ligada a
proteinas (Jacobnsen 1998; Welch y col., 1998). Otro derivado es la tiolactona de Hcys,
que se obtiene al perder la Hcys una molécula de agua. En el plasma, aproximadamente
el 1% de la Hcys se encuentra en su forma reducida; cerca del 70% se encuentra unida a
albumina y el resto (29%) formando compuestos disulfuro de peso molecular bajo
(Soberén y col., 2004). La suma de todas estas especies de Hcys se conoce como Hcys

total.

La Hcys no ligada a las proteinas se filtra en los glomérulos renales y se reabsorbe
en su mayor parte en los tubulos renales. En condiciones normales se encuentran muy
pequefias cantidades en la orina, pero aun los pequefios descensos en el aclaramiento de
creatinina pueden ser evidencia de la alteracion de los niveles de Hcys total plasmatica
(Kronenberg, 1998).
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Figura 1. Metabolismo de la metionina y de la homocisteina.

SAM, S-adenosilmetionina; MS, metionina sintetasa; SAH, S-adenosilhomocisteina;
THF, tetrahidrofolato; MTHFR, metilentetrahidrofolato reductasa; CBS, cistationina-p-
sintetasa; BHMT, betaina-homocisteina  metiltransferasa; MAT, metionina
adenosiltransferasa; THF, tetrahidrofolato.

Fuente: De Luis y col., 2004.
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Cuando los niveles de metionina son normales, el 50% de la Hcys entra en la ruta
metabolica de la transulfuracion, que es regulada por la cistationina -sintetasa (CBS) y
utiliza como catalizador a una enzima dependiente del piridoxal-5-fosfato (un metabolito
activo de la vitamina B-6). En dicha ruta, la Hcys se condensa con serina para formar
cistationina y a-cetobutirato, por la accion de la enzima y-cistationasa. La cistationina es
hidrolizada a cisteina por una cistationasa que requiere también vitamina B6 (Fischer y
col., 2000). Cuando los niveles de metionina estan elevados, la Hcys es utilizada para la
sintesis de la cisteina de manera irreversible. Eventualmente, la cisteina puede

convertirse a glutation, taurina y otros metabolitos sulfurados (Nygard y col., 1999).

Si los niveles de metionina son bajos, la Hcys es utilizada para mantener los niveles
de metionina a través de varias vias de remetilacion. En los tejidos extrahepéticos, la
Hcys es remetilada por accion catalitica de la enzima metionina sintetasa (MS), que es
dependiente de la vitamina B-12 y utiliza al metil tetrahidrofolato como donador de
grupos metilo; también la betaina-homocisteina metiltransferasa, que utiliza la betaina
como donante de grupos metilo, puede catalizar esta reaccion en el higado, rifién y
glandulas suprarrenales. A su vez, la sintesis de metiltetrahidrofolato es catalizada por la
enzima metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR), dependiente de la vitamina B-2.
Por estas razones, la deficiencia de estas vitaminas o la falla en la sintesis de estas
enzimas ocasionaria una elevacion de Hcys en el plasma (homocisteinuria) como la que
se observa en los casos de errores congénitos del metabolismo de la Hcys (Selhub,
1999).

Etiologia de la Hiperhomocisteinemia

Los factores que se deben considerar para que exista una anormalidad en la
concentracion de Hcys sérica, son aquellos que pueden producir alteraciones en la ruta
metabolica de la Hcys (procesos de transulfuracion y remetilacion) (Gutiérrez y col.,
2004). En general, se acepta que los determinantes de la hiperhomocisteinemia son

complejos e incluyen factores muy diversos de caracter genetico y adquirido,



particularmente relacionados con el estilo de vida (Jacobnsen, 1998). En un intento de
clasificacion etioldgica, pueden plantearse varios grupos de causas (Tabla I): de origen
genético (defectos enzimaticos en el metabolismo de la Hcys), deficiencias nutricionales
(de vitaminas como la B12 y B6) y otras causas como el consumo de sustancias que
interfieren con el metabolismo de la Hcys, las enfermedades cronicas y el estado
hormonal, entre otras (Dierkes y Westphal, 2005).

Patogénesis de la Hiperhomocisteinemia

Dentro de las primeras investigaciones realizadas sobre la hiperhomocisteinemia en
1962, Gerritsen y Carson comunicaron la presencia de Hcys en la orina de nifios con
retardo mental. Dos afios mas tarde, Mudd y colaboradores encontraron deficiencia de la
enzima CBS y eventos tromboembdlicos frecuentes en estos pacientes (Fridman y col.,
1997). En 1969, McCully y col., describieron la presencia de eventos tromboembolicos
en pacientes con homocisteinuria y concluyeron que una de las causas de este tipo de
trastorno vascular era la presencia de niveles altos de Hcys (Schini-Kerth, 2003). En
1972, nuevamente Mudd y col., encontraron casos de homocisteinuria asociados a la
deficiencia de la enzima MTHFR y a defectos en el metabolismo de la vitamina B-12.
Un cuadro clinico de eventos tromboembolicos, similar al que produce la deficiencia de
la enzima CBS, fue observado en estos pacientes (Fridman y col., 1997). Sin embargo,
hasta el afio 1976 fue cuando Wilcken y Wilcken comunicaron por vez primera la
relacién entre el dafio de las arterias coronarias y las alteraciones del metabolismo de la
Hcys (Hajjar, 1993).

A partir de entonces, es motivo de debate la aparente participacion de la Hcys en el
desarrollo de alteraciones cardiovasculares y de los niveles patologicos de la Hcys. Sin

embargo, hubo un avance importante a partir de los resultados del proyecto Accién



Tabla I. Clasificacion patogénica de la hiperhomocisteinemia.

Origen genético

(Defectos enzimaticos en el metabolismo de

la homocisteina):

- Cistationina [} sintetasa (1)

- Metilentetrahidrofolato
Reductasa (MTHFR) (1)

- Metionina sintetasa (1)

- Errores en el metabolismo de los folatos (2)

Deficiencias nutricionales

- Acido félico (2)

- Vitamina B6 (piridoxina) (2)

- Vitamina B12 (cobalamina) (2)

Fisiologicos

-Vejez (3)

-Sexo (2)

-Menopausia (3)

Estilo de vida

-Tabaquismo (3)

-Alcoholismo (3)

-Consumo de café (3)

Otras causas

Enfermedades diversas

- Anemia Perniciosa (2)

- Insuficiencia renal (4)

- Hipotiroidismo (3)

- Cancer (5)

- Psoriasis severa (5)

- Lupus eritematoso sistémico (6)

- Diabetes (4)

Drogas

Aumentan los niveles de homocisteina:

- Colestiramina, colestipol, metformina (7)
(porque afectan la absorcion de folatos y
cobalamina)

- Metotrexate (7) (inhibe la dihidrofolato

reductasa)

-Anticonvulsivantes (7): fenitoina,
carbamazepina (antagonistas del folato)

- L-Dopa (7) (aumenta la transmetilacion)

- Niacina , teofilinas y trimeptoprima (7)

(inducen la deficiencia de vitamina B6)

- Ciclosporina (8) (reduccion de la funcion
renal)

- Derivados del &cido fibrico (7) (posible
alteracién en la funcién renal)

Reducen los niveles de homocisteina

- Penicilamina y N-acetilcisteina (3)

(favorece la remetilacién)

- Betaina (favorece la remetilacion)

- Anticonceptivos orales que contienen
estrégenos (7) (incrementan la metilacién)

Fuentes: (1) Gellekink y col., 2005; (2) Sadeghian y col., 2006; (3) Villar y col., 2001; (4)

Robinson, 2004
Westphal, 2005; (8) Schini-Kerth, 2003.
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Concertada Europea de Homocisteina y Enfermedades Vasculares (Graham y col., 1997;
Soberén y col., 2004), con los que se establecio el rango normal de Hcys total en adultos
de 5 a 15 pumol/L (media de 10 pumol/L). La hiperhomocisteinemia puede ser moderada
cuando la concentracion plasmatica de Hcys es de 15 a 30 pmol/L, intermedia con 30 a
100 pumol/L o severa si es mayor de 100 umol/L (Soberdn y col., 2004; Schini-Kerth,
2003, Fernandez y col., 2003). Sin embargo, estos rangos patoldgicos aun estdn en
discusion (Refsum y col., 2004). Es probable que las diferencias en los valores de
referencia encontrados en la literatura obedezcan a la diversidad de disefios empleados
para definir los grupos de estudio, hasta los métodos analiticos utilizados
(cromatogréficas o inmunoenzimaticos), diferencias en el manejo de la muestra (por
ejemplo el tiempo de almacenamiento después de la extraccidn) y, principalmente, a la
diversidad de factores nutricionales y étnicos de las diferentes poblaciones estudiadas
(Cordoba y Meneses, 2002; Eikelboom y col., 1999).

El mecanismo por el cual la Hcys contribuye al dafio vascular no es claro. Se ha
propuesto que la Hcys promueve la aterosclerosis y trombosis en arterias y venas gracias
al: 1) efecto citotoxico (por estrés oxidativo) sobre el endotelio, mediado por las
especies de oxigeno reactivo, incluyendo superdxidos, peroxido de hidrogeno y radicales
hidroxilo generados durante la oxidacién de la homocisteina en presencia de
ceruloplasmina (Sharma y col., 2006), 2) efecto mitogénico sobre las fibras lisas de las
arterias (Tsai y col.,1994), 3) aumento de la afinidad de la lipoproteina (a) por la fibrina
(Harpel y col.,1992), 4) la sintesis de inhibidores de los activadores tisulares del
plasminogeno-1 y 2 (PAI-1 y PAI-2), 5) activacion los factores V, X y VII de la
coagulacion (creando un entorno protrombético) (Hofmann y col., 2001; Sharma y col.,
2006), 6) disminucion de la produccion de oxido nitrico (NO) (Hofmann y col., 1998) y
la actividad de la antitrombina 11, 7) inhibicion del complejo trombomodulina-trombina,
la proteina C y selectivamente la union del activador tisular del plasmindgeno a las
celulas endoteliales 8) aumento en la proliferacion de células musculares lisas (CML)
(Sharma y col., 2006; Hajjar,1993; Hofmann y col., 2001), y 9) potenciacion de la
oxidacion de lipoproteinas de baja densidad (LDL) (Tan y col., 2002), entre otros. Por

11



otra parte, también se documenta la activacion de la expresion y secrecion de la
interleucina-8 y la proteina-1 quimioatrayente de monocitos (MCP-1) (mecanismo 10),
lo cual es importante porque la IL-8 también es un potente factor quimiotactico para
monocitos (Schini-Kerth, 2003) (Figura 3).

Otro de los cambios celulares que induce la hiperhomocisteinemia ocurre en el
reticulo endoplasmico, con la modificacion de algunas proteinas originada por la
participacion de la homocisteina en reacciones bisulfuro. Tal modificacion conduce al
desdoblamiento de proteinas secretoras y de membrana, tales como la trombomodulina 'y
el factor de Von Willebrand, y sus consecuencias celulares (que se conocen
genéricamente como estrés del reticulo endoplasmico) que incluyen la alteracién en el
metabolismo de los lipidos, activacion de vias inflamatorias y alteracion de la via de
sefializacion de la insulina. Ademas, el estrés del reticulo endopldsmico severo o

prolongado puede conducir a la apoptosis celular (Lentz, 1991).

Existen numerosas evidencias en la literatura del papel aterogénico de la Hcys, que
muestran que el incremento de la concentracion de la Hcys sérica esta asociado con el
riesgo de enfermedades cerebrovasculares, cardiovasculares o neurolégicas (Carod-Artal
y col., 2007). Sin embargo, hay controversia cuando se discute la utilidad de la
medicién de las diferentes clases de Hcys; algunos datos sugieren que la determinacion
de Hcys total en la poblacion general no esta justificada, en cambio, en poblaciones con
riesgo vascular elevado, el aumento de la Hcys total parece ser de gran utilidad para
estimar el riesgo de nuevos eventos vasculares y muerte por problemas vasculares.
Desde este punto de vista, el resultado de un mayor nimero de ensayos clinicos tendria
influencia sobre la futura recomendacion del uso de la determinacion de Hcys total en

los pacientes con enfermedades vasculares (Refsum y col., 1998).
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Figura 3. Patogénesis de la hiperhomocisteinemia.

La figura esquematiza una parte de los mecanismos por los cuales se piensa que la
homocisteina libre (en altas concentraciones) causa dafio endotelial.

Fuentes: Figura disefiada a partir de Hofmann y col., 2001; Sharma y col., 2006;
Hofmann y col., 1998; Hajjar, 1993.
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Diabetes Mellitus y la Hiperhomocisteinemia

Los factores de riesgo coronarios tradicionales no explican totalmente la alta
mortalidad de los pacientes diabéticos por causas cardiovasculares, pero hay evidencias
que ligan a la hiperhomocisteinemia con la aterosclerosis prematura de estos pacientes
(Yeromenko y col., 2001; Baigent y col., 2002). Entre los mecanismos que parecen
vincular la hiperhomocisteinemia con el dafio endotelial, estan las alteraciones de la
hemostasia, la agregacion plaquetaria y la fibrinolisis (Johnstone y col., 1993). Sin
embargo, es probable que la controversia respecto a la potencial participacion de la Hcys
como factor causal de la macroangiopatia, se deba al hecho de que los pacientes con
hiperhomocisteinemia suelen presentar hipertension y dislipemia, dos factores de riesgo
que influyen directamente el desarrollo de la macroangiopatia. En este mismo sentido,
otras investigaciones han demostrado que los niveles de HDL-colesterol correlacionan
negativamente con los niveles de Hcys, hecho que podria explicar por si solo la
tendencia prematura de aterosclerosis en pacientes con hiperhomocisteinemia
(Hoogeveen y col., 1998,2000; Meigs y col., 2001).

No obstante lo anterior, existen maltiples vias por las que la hiperhomocisteinemia
podria contribuir a la disfuncion vascular directamente o en sinergia con moléculas
aterogénicas como la LDL oxidada, con peroxidos de lipidos y con AGEP’s (productos
finales de glicacion avanzada) (Warle y col., 1996), por lo que continda siendo relevante
el estudio de la hiperhomocisteinemia como factor de riesgo de complicaciones
vasculares en los pacientes con diabetes mellitus. En este contexto, el estudio del
metabolismo de la Hcys en los pacientes diabéticos y la demostracion de la relevancia
patogénica de la hiperhomocisteinemia es muy importante, especialmente porque su

manejo adecuado supondria beneficios para la prevencion de los dafios vasculares.

Desde la perspectiva epidemiologica, se ha demostrado que la
hiperhomocisteinemia se detecta hasta en el 41% de los pacientes diabéticos, en
asociacion significativa con los eventos macrovasculares de estos pacientes (Munshi y

col., 1996). El riesgo de mortalidad por enfermedades cardiovasculares entre estos
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pacientes aumenta considerablemente cuando los niveles de Hcys sérica estdn por
encima de 14 pumol/L en plasma (Hoogeveen y col., 2000); Okada y col., (1999)
demostraron que la prevalencia de hiperhomocisteinemia > 14 umol/L fue del 39,3% en
un grupo de pacientes con diabetes mellitus tipo 2, siendo la concentracion de Hcys
superior en los pacientes diabéticos con estenosis coronaria con respecto a los pacientes
diabéticos sin estenosis (13,8 + 3,9 vs 11,7 3,9 umol/L; p = 0,0009). En este mismo
estudio el nimero de arterias estenosadas en los pacientes diabéticos correlaciono
directamente con la concentracion de Hcys, pero la prevalencia de macroangiopatia fue
mayor en los pacientes diabéticos con nefropatia sugiriendo que los dafios renales
podrian haber sido por si mismos los responsables de la macroangiopatia.

En otros estudios realizados en las dltimas dos décadas, se ha podido demostrar la
asociacion entre las complicaciones cardiovasculares de los pacientes diabéticos y la
hiperhomocisteinemia, aun con concentraciones de Hcys menores de 14 pmol/L. Por
ejemplo, en un estudio publicado en 1999 por Stabler y col., se observé la correlacion
directa de la concentracién de Hcys sérica con la hipertensién y el aumento de creatinina
sérica, ademas de la correlacion inversa con la vitamina B12 y el aclaramiento de
creatinina en pacientes de 40 a 74 afios de edad con diabetes mellitus tipo 2. La
concentracion de Hcys en los pacientes con neuropatia era mayor que en los controles no
diabéticos (10,3 pumol/L vs 9,3 umol/L; p < 0,05) y en pacientes que presentaban
macroalbuminuria (11,0 umol/L vs a 9,2 umol/L, p <0,005), pero no en aquellos con
retinopatia o enfermedad cardiovascular. Estos resultados no concordaron con los que
previamente habian reportado la correlacion de la concentracién de la Hcys con la
macroangiopatia y dieron lugar a la hipdtesis de que la elevacién de la Hcys en este
grupo de pacientes podria haberse debido a la combinacion de un déficit vitaminico con
la disminucion de la funcion renal (Stabler y col., 1999). Sin embargo, posteriormente se
ha confirmado que la macroalbuminuria, la elevacion de la creatinina sérica y la
reduccion del aclaramiento de la creatinina, son factores de riesgo de infarto al
miocardio en los pacientes con diabetes mellitus tipo 2 (Calvo y cols., 2000). Debido a

que los rifiones juegan un papel muy importante en el metabolismo de la Hcys
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(Wollesen y col., 1999), no es extrafio el hecho de que los pacientes diabéticos que
padecen insuficiencia renal son quienes principalmente presentan hiperhomocisteinemia
(Yeromenko y col., 2001; Baigent y col., 2002).

No obstante lo anterior, no en todos los estudios se ha podido demostrar la
correlacion positiva entre la hiperhomocisteinemia y la disfuncion renal (Chico y col.,
1998; Buysschaert y col., 2000; Stabler y col., 1999), por ejemplo, Hultberg y col.,
(1991) sélo pudieron demostrar una elevacion moderada de Hcys en pacientes con
diabetes mellitus tipo 2 con alteraciones de la funcidén renal y proteinuria. Estos
resultados contradicen claramente las publicaciones en las que se afirma la existencia de
tal correlacion, pero sus autores apelan al nimero reducido de pacientes incluidos en
otros estudios para explicar la falta de correlacion entre la concentracion de Hcys y la

disfuncion renal.

Para aclarar la relacion patogénica entre la hiperhomocisteinemia y las
complicaciones vasculares de la diabetes mellitus tipo 2, se han realizado otros estudios
en los que se evalla el impacto de la resistencia a la insulina y la funcién renal sobre la
concentracion de Hcys. Emoto y col., en el 2001, publicaron sus resultados en 75
pacientes con diabetes tipo 2 en quienes observaron niveles de Hcys significativamente
mayores que los observados en un grupo de personas no diabéticas (12.0+0.7 umol/L vs
8.7+0.3 umol/L; p < 0.0001). Ellos vieron ademas, que la sensibilidad a la insulina y la
depuracion de creatinina estuvieron relacionados (r = 0.319; p = 0.005 y r = 0.634; p <
0.0001, respectivamente) con la concentracién de Hcys en los pacientes diabéticos tipo
2.

Empleando la pinza glicémica para evaluar la sensibilidad a la insulina, en otros
estudios se ha demostrado que en el estado posprandial la concentracion de Hcys
disminuye en sujetos sanos (de 7.2 £ 2.6 a 6.0 = 2.7 umol/L) pero no se modifica en

pacientes diabéticos tipo 2 (6.0 = 2.7 vs 5.9 £ 2.5 pmol/L) (p < 0.01), sugiriendo asi que
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la insulina regula la concentracion de Hcys en individuos sanos pero no en diabéticos

tipo 2 con resistencia a la insulina (Fonseca y col., 2000).

A escala experimental (McCarty, 2000) existe la posibilidad de que la
hiperinsulinemia suprima la expresion de cistationina-f-sintetasa incrementando la
concentracion de Hcys, de esta forma, cualquier factor que intervenga en la secrecion de
insulina podria incrementar la concentracion de Hcys en el plasma (Hoogeveen y col.,
2000; Must y col., 1999; De Fronzo y col., 1979). Sin embargo, los resultados obtenidos
al evaluar a distintas poblaciones de pacientes diabéticos no han sido Utiles para
confirmar los experimentales de un modo contundente. Por ejemplo, Sheu y col, en el
2000, no encontraron relacion entre el grado de resistencia a la insulina y la
concentracion de Hcys, a pesar de que demostraron que la concentracion de Hcys de 90
pacientes con diabetes e hipertension fue mas alta que la de un grupo control, pareado
por edad, sexo e indice de masa corporal (diabéticos = 8.0 £ 0.1 vs controles = 6.8 £ 0.2
umol/L; p < 0.05). Cabe destacar que la concentracion de Hcys en los pacientes
incluidos en este estudio fue mucho menor a la reportada en otros estudios disefiados
para determinar la concentracion de Hcys plasmatica en pacientes con diabetes mellitus

tipo 2.

Con relacion a la retinopatia, la otra complicacion microangiopatica de la diabetes
mellitus tipo 2, tampoco se han podido obtener resultados concluyentes que demuestren
su relacién con la concentracion de Hcys sérica, aunque en la mayoria de los estudios no
se encuentra relacion entre ambas variables (Hoogeveen y col., 2000). Goldstein y col.,
en el 2004, obtuvieron resultados que sugieren que la hiperhomocisteinemia puede estar
asociada a la retinopatia diabética y puede explicar parcialmente el mayor riesgo de los
pacientes diabéticos a desarrollar angiopatia microvascular. Brazionis y col. al realizar
una evaluacion entre diabéticos con y sin retinopatia encontraron concentraciones de
11.5 pumol/L contra 9.6 pumol/L respectivamente (la diferencia entre ellos fue solo de 2

umol/L), por otro lado mencionan que la concentracién no rebasa el punto de corte
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establecido y que el aumento de 1 umol/L puede incrementar el riesgo de padecer

retinopatia diabética de un 15 a un 20% (Brazionis y col., 2008).

Actualmente se estudia la relacion entre la Hcys y los dafios vasculares en los
pacientes con diabetes (Seghieri y col., 2003), al mismo tiempo que trata de revelar la
participacion de la Hcys en la diabetes gestacional e incluso su influencia en el deterioro
cognitivo de los pacientes diabéticos ancianos (Arranz y col., 2002) o en patologias
inmunoldgicas con riesgo cardiovascular como el lupus eritematoso (Martinez y col.,
2003), entre otras.
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MATERIALES Y METODOS

Tipo de Investigacion y Plan General de la Investigacion

Se trata de un estudio no aleatorizado, transversal, observacional, realizado en 47
pacientes con diabetes mellitus tipo 2 (31 mujeres y 16 hombres) de la Unidad de
Medicina Familiar No. 37 del Instituto Mexicano del Seguro Social, para estimar la
concentracion sérica de Hcys y la potencial correlacion de la homocisteinemia con los

parametros de control metabodlico de los pacientes.

Criterios de Seleccién de los Pacientes

Los 47 pacientes incluidos en el estudio fueron seleccionados por conveniencia
entre un grupo de 73 pacientes del Programa de Atencion Integral al Paciente Diabético,
de la Unidad de Investigacién Epidemiologica y Servicios en Salud, del Instituto
Mexicano del Seguro Social (IMSS) que asisten bimensualmente a la consulta externa
de Medicina Familiar de la Unidad de Medicina Familiar No. 37 del IMSS, en donde se
les solicité su consentimiento por escrito y voluntario para participar en el estudio. Se
excluyeron y/o eliminaron aquellos pacientes diagnosticados con hiperhomocisteinemia
congénita, enfermedades hepaticas cronicas no relacionadas con la diabetes, cancer,
alcoholismo o que hubieran tenido un consumo crénico de antioxidantes,
multivitaminicos y/o &cido félico, durante los seis meses previos a la toma de muestra
sanguinea. Los pacientes con expediente clinico incompleto y/o que no fueron
valorados clinicamente en la semana en la que se realizd la toma de muestra sanguinea

tampoco fueron incluidos en el estudio.

Por tratarse de un estudio analitico, se integré un grupo control con 17 sujetos
adultos euglicemicos, aparentemente sanos. El estado de salud de los adultos de este
grupo, fue confirmado clinicamente y mediante la determinacion de los marcadores de
glicemia y perfil de lipidos. Cabe destacar que para conformar este grupo control, se

evaluaron 188 personas adultas aparentemente sanas. Sin embargo, tras la valoracién
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clinica y de laboratorio y la aplicacion subsecuente de los criterios de exclusion y
eliminacion (hiperglicemia en ayuno, hipertension arterial, consumo de alcohol excesivo
0 consumo cronico de antioxidantes, multivitaminicos y/o acido félico, durante los seis
meses previos a la toma de muestra sanguinea, e infeccidn durante los dos meses previos
a la toma de muestra) de las 188 personas solamente quedaron en el grupo control 17

personas.

Estimacion de Parametros Metabdlicos

Todos los analitos utilizados para estimar el control metabolico de los pacientes
fueron cuantificados por métodos enziméticos colorimétricos de la casa comercial
Randox ® (E.U.A). La concentracion 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 puarpura de
bromocresol (Cat. No. AB 388 A), creatinina por el método de Jaffé sin
desproteinizacién (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. CH 204A)
por su precipitacion con acido fosfotingstico/CHOD-PAP, lipoproteina de baja densidad
(LDL, Cat. No. CH 1351), por el método de precipitacion con heparina/CHOD-PAP y
los triglicéridos por el método GPO-PAP (Cat. No. TR 210). La cuantificacion de
hemoglobina glicada (HbAlc, Cat. No. HA 3830A), para estimar el control glicémico de
los pacientes con DM2, se hizo por medio de un ensayo de inmunoafinidad
(inmunoturbidimétrico). La estimacion de PCR se realiz6 con un método nefelométrico
de la casa comercial The Binding Site (No. Cat. ZK 500R U.K.) y la cuantificacion de
acido sialico (SA) se hizo con un ensayo colorimétrico de la casa comercial Roche ®
(No. Cat. 10 784 192 001, Alemania).
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Determinacién de Homocisteina
Reactivos

Todos los reactivos utilizados en este trabajo fueron de grado analitico, para
espectroscopia y/o HPLC. La DL-homocisteina, tri-n-butilfosfina (TBP), dimetil
formamida (DMF), acido tricloroacético (TCA), amonio7-flourobenceno-2-oxa-1,3—
diazol-4-sulfonato (SBD-F), L- glutation, fosfato de sodio monobaésico, fosfato de sodio
dibésico, acido clorhidrico, &cido ortofosforico y el metanol fueron adquiridos en Sigma
Chem Co. (St. Louis MO, USA). El acetato de sodio, hidréxido de sodio, Na,EDTA,
acido acético y el acido bdrico fueron adquiridos en Fermont, México. EIl borato de
sodio en J.T. Baker, México y el acetonitrilo fue de Burdick & Jackson (Muskegon, Ml,
USA).

Materiales y Equipos

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 utilizo el programa Galaxie acoplado al
sistema HPLC.

Condiciones Cromatograficas

Se utiliz6 una columna Microsorb C-18 (de 100 mm de longitud por 4.6 mm de
didmetro interno y 5 um de tamafio de particula; Varian, Inc., USA), acoplada a una
precolumna de 5 cm con caracteristicas de empaque iguales a la columna (Varian, Inc.,
USA), para la realizacion de corridas isocraticas, a 1 mL/min por 15 minutos, con
solucion reguladora de fosfatos 0.1 M, pH 3.0, con CH3CN al 4% (v/v) como fase movil,
ajustada con &cido ortofosférico. 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 emision (Aem) de 516 nm (Araki y Sako, 1987).
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Coleccién de la Muestra

La muestra sanguinea se obtuvo por puncion venosa, previo ayuno de 10-12 h, en
tubos Vacutainer de 10 mL, sin anticoagulante. Después de que se formo el coégulo,
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 determinacion de Hcys.
Este proceso se realiz6 en menos de 2 h, manteniendo las muestras sanguineas en hielo
para evitar el incremento en la concentracién de Hcys por su continua produccién y

liberacion eritrocitaria a temperatura ambiente (Malinow y col., 1994).

Preparacion del Suero

La determinacion de Hcys se realizé en 500 pL de suero problema (o control)
descongelado. El suero fue incubado con 50 puL de TBP al 10 % en DMF, en reposo,
durante 30 minutos a 4 °C. Posteriormente, se le afiadieron 500 uL de Na,EDTA 1 mM,
en TCA al 10%, mezclando vigorosamente por 10 segundos en vortex. Luego la mezcla
se centrifugd a 1,000 x g durante 5 minutos a 4 °C. Una alicuota de 200 pL del
sobrenadante fue incubada con 400 pL de solucion reguladora de boratos y 200 pL de
SBD-F (Img/mL del fluorégeno en amortiguador de boratos 0.25 M, pH 9.5), en bafio
maria por 60 minutos a 60 °C. Después de enfriarse, se filtrd la muestra derivatizada con
filtros Millipore de 0.22 um de punto de corte y 13 mm de didmetro (Araki y 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) en un intervalo de 0.05-10 pg/L. Para ello se pesaron
0.001 g del estandar que se disolvieron en 1 mL de solucion amortiguadora de boratos
0.1 M, pH 9.5 con Na,EDTA 2 mM (esta solucion es estable por 4 dias). A partir del
estandar de 1 mg/mL, se prepararon las concentraciones de 0.05, 2, 6 y 10 pg/mL. A

200 pL de cada dilucion se le agregd un volumen de solucion reguladora de boratos 0.25
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M, pH 10.5 con Na,EDTA 4 mM y SBD-F. Esta mezcla se incub6 en bafio maria, por 60
min a 60 °C, después se enfrid y se filtrd con filtros Millipore de 0.22 um de punto de
corte y 13 mm de diametro (Araki y Sako, 1987).

Anadlisis de la Informacion

Se determind la distribucion de los valores de Hcys, asi como de los valores de los
marcadores de inflamacion 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), se realizo el analisis estadistico de los resultados con
el programa JMP version 5.0.1 (SAS Institute, Carolina del Norte, Estados Unidos). El
significado de las diferencias de las medianas entre los grupos (pacientes y controles)
fue estimado por la prueba U de Mann-Withney. Las diferencias fueron consideradas
estadisticamente significativas con p < 0.05. Se determind el coeficiente de Spearman,
tomando como variable dependiente a la Hcys y como variables independientes a todos

los marcadores de control metabdélico.

23



RESULTADOS Y DISCUSION

El interés despertado en los ultimos afios por determinar la concentracion plasmatica
de Hcys en los pacientes con diabetes mellitus tipo 2, se ha debido a su aparente utilidad
como marcador de riesgo de complicaciones (Masuda y col., 2008) y ha favorecido el
desarrollo de nuevos métodos para la cuantificacion de Hcys para asegurar resultados
confiables (Refsum y col., 1998; Ulenad y col., 1993; krijt y col., 2001).

En este trabajo, se cuantific la concentracion de Hcys sérica por cromatografia
liquida de alta presion (HPLC, por sus siglas en inglés), para estimar su posible
correlacion con la concentracion 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 atencién médica de Hermosillo,
Sonora. De los 47 pacientes incluidos en el estudio, 17 (36.17%) presentaron
complicaciones. Dos de los 17 pacientes 11.8% presentaron complicaciones renales,

32.3% complicaciones oftalmicas y 58.9% complicaciones cardiovasculares.

Estandarizacion del Método Cromatogréafico para la Separacién de Tioles

La Hcys es un analito muy sensible a los cambios de pH y concentracién de sal
(Andersson y col., 1993), pero ademas es muy sensible a la luz (Dudman y col., 1993).
Por esta razon, la separacion del suero de las muestras sanguineas venosas y su

almacenamiento a - 30°C se realiz en menos de 2 h (Malinow y col., 1994).

Otro aspecto importante que fue considerado en este trabajo es que actualmente la
Hcys sérica se cuantifica solo con fines de investigacion (Cumurcu y col., 2006; Sharma
y col., 2006; Refsum y col., 1998). Por esta razén, se requiere de un proceso de
estandarizacién de las condiciones analiticas originales (Morales, 2008; Refsum vy col.,
1998) antes de iniciar la estimacion la concentracion de Hcys con un equipo e
implementos distintos a los que fueron utilizados en los trabajos originales. Esto fue

tomado en cuenta para la estandarizacién del método usado en este trabajo, mismo que
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estuvo basado en el método Ubbink y col. (1991) el cual a su vez fue una modificacién
del original de Araki y Sako (1987). En el método de Ubbink y col., por cromatografia
liquida de alta presion (HPLC), los autores demostraron que al utilizar una fase movil
con un pH &cido (pH = 2.1) se asegura la protonacion del 50% de los grupos carboxilo
del complejo SBD-homocisteina, prolongando con ello el tiempo de retencion de la
molécula en la columna cromatografica y obteniendo una mejor resolucion. EI pH
utilizado en la fase movil por tales investigadores, se encuentra en el rango recomendado
por algunas casas comerciales (entre 2.0 y 7.5) para evitar la hidrélisis de los enlaces
siloxanos de la fase estacionaria, ya que corren el riesgo de hidrolizarse a valores de pH
extremos (CosmoBio, Argentina). Considerando lo anterior, en este trabajo se ensayaron
condiciones analiticas similares a las utilizadas por Ubbink y col., (1991), con excepcién
del pH de la fase movil, que se ensay6 a un pH acido en el rango de 3.0 a 4.8, para lograr

una buena repetibilidad intralaboratorio.

Se realizaron cinco diferentes corridas isocraticas con el estdndar de Hcys,
manteniendo la composicion de la fase movil (fosfato de sodio dihidrogenado, 0.1 M,
con CH3CN al 4%, a pH acido ajustado con &cido fosférico concentrado), con cinco
diferentes valores de pH: 3.0, 4.2, 4.4, 4.6 y 4.8 (Andersson y col., 1992). En la figura 4,
puede observarse que la resolucion de la Heys fue mejor a pH 3.0, motivo por el que fue
éste el pH al que se ensayo la separacion de la Hcys del glutation, por ser este dltimo tiol
muy abundante en el suero. Los resultados de este Gltimo ensayo pueden observarse en
la figura 5, en la que se presentan los cromatogramas caracteristicos de la separacion de
los estandares utilizados. En ellos, se puede observar que con la fase mévil a pH 3.0
(fosfato de sodio dihidrogenado, 0.1 M, con CH3;CN al 4%, a pH 3.0 ajustado con &cido
fosforico concentrado), el tiempo de retencion (Tr) de la Hcys fue de 2.50 min, mientras
que el Tr del glutatién fue de 5.03 min. La resolucion de los tioles fue similar a la
obtenida por Ubbink y col. (1991).
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Figura 4. Corridas isocraticas realizadas con una fase movil a cinco diferentes pH.

Las corridas se realizaron en un sistema Varian ProStar (bomba modelo 240, detector de
fluorescencia modelo 363 e inyector Rheodyne con asa de 50 pL) con una fase
estacionaria Microsorb C-18 (de 100 mm de longitud por 4.6 mm de diametro interno y
5 um de tamafio de particula) y una precolumna de 5 cm (con caracteristicas de empaque
iguales a la columna) con amortiguador de fosfato de sodio dihidrogenado, 0.1 M, con
CH3CN al 4%, ajustado a pH de 4.8, 4.6, 4.4, 4.2 y 3.0, respectivamente.
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Figura 5. Corridas isocraticas realizadas con el estdndar de homocisteina y con una

mezcla de estdndares homocisteina-glutation.

Las corridas se realizaron en un sistema Varian ProStar (ver caracteristicas en el texto)
en columna Microsob C-18 y fase movil de fosfato de sodio dihidrogenado, 0.1 M, pH
3.0 con CH3CN al 4%. a) Estandar de homocisteina, con Tr de 2.50 min y b) estandares
de homocisteina y glutation, con un Tr del glutation de 5.03 min.
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Con estos resultados, se obtuvo el tiempo de retencién esperado (2.5 min para la
Hcys), por lo que se tomd el acuerdo de usar estas condiciones para estimar la
concentracion de Hcys de las muestras de los pacientes (sueros problema) y controles; la
curva de calibracion obtenida con un gradiente lineal de 1.875 a 375 umol/L, tuvo un

coeficiente de correlacion de 0.99 y un coeficiente de variacion menor al 1%.

Resultados de las Determinaciones Analiticas

Los resultados de los parametros bioquimicos analizados en los pacientes incluidos
en este trabajo se presentan en la tabla Il. En dicha tabla, se puede observar que la
concentracion de Hcys sérica de los sujetos sanos (grupo control) estuvo en el rango de
10.2 a 39.2 pymol/L con una mediana de 11.2 (RI = 10.9 - 12.3) pmol/L, una
concentracion significativamente menor (p < 0.05) a la de los pacientes con diabetes, en
quienes se observo que la concentracion de Hcys estuvo entre 10.3 y 93.03 umol/L, con
una mediana de 15.55 (RI = 11.6 - 18.8) yumol/L (Tabla II).

Soinio y col., (2004) hicieron un anlisis prospectivo de siete afios en el que
evaluaron los niveles de Hcys en una poblacion finlandesa de pacientes con diabetes,
con y sin eventos vasculares, para buscar la asociacion entre la concentracion de Hcys y
los eventos vasculares. En sus resultados observaron que los hombres que habian
padecido alguna complicacion mostraron una concentracion de 11.4 + 4.8 pmol/L
mientras que en los que no la padecieron fue de 10.2 £ 4.8 pmol/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, la variable géenero no
influyo en los resultados de las concertaciones de homocisteina porque no encontraron
diferencias entre los pacientes de sexo masculino y femenino (p= 0.5150) y fue similar
en el de controles (p = 0.1903); se observo que de los 47 pacientes con diabetes mellitus,

31 fueron mujeres (65.9%) y 16 fueron hombres, mientras que en el caso delos 17
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Tabla Il. Comparacion de los niveles basales de cada uno de los parametros analizados

en los adultos sanos (controles) y los pacientes con diabetes mellitus tipo 2 incluidos en

este estudio.

NS:

Controles Pacientes Meta de
b control en
MEDIANA (RANGO | | MEDIANA (RANGO los
INTERCUARTIL) INTERCUARTIL) pacientes
F 11 31
17 47 p<0.05
N M 6 16
Edad (afios) 51.0 (4.2 - 63.75) 62.5 (53 - 68) p<0.05
Glucosa (mg/dL) 93 (86 - 100) 137 (112 - 223) p<0.05 70-100
HDL-Col (mg/dL) 43 (38 - 55.5) 47 (40.8 - 60.9) NS 50
LDL-Col (mg/dL) 100 (51 - 127) 93 (69.5 - 153) NS <100
Colesterol (mg/dL) 190 (162 - 200) 180 (151 - 205) NS <200
Triglicéridos (mg/dL) 97 (70.5 . 115) 133 (90 _ 178) p <0.05 <150
Proteinas totales (g/dL) 6.4 (6.05 -7.05) 7.2(6.9-7.9) p<0.05
Heys (umol/L) 11.2 (10.9 - 12.3) 155 (11.6 - 18.8) p<0.05 <14
Acido sialico (mg/dL
1 ialico (mg/dL) 49 (31 -54) 74 (65 - 84) p<0.05 <60
PCR (mg/L) 3.7 (14 -6.8) 5.9 (3.4 - 18.4) p<0.05 <38
Albdmina (g/dL
{imina (g/dL) 3.8(3.4-45) 4.2 (3.6-4) NS
Creatinina (g/dL) M:0.7 - 1.2
0.8(0.7-1) 1.1 (0.8 - 1.3) p <005 H0.8 13
HB Alc (%
%) 5.6 (4.8 - 6.2) 8.6 (7.2-11.1) p <005 <70
Depuracién de .
creatinina (mL/min) [ 109.3 (91.5—137.8) | | 70 (55.9 - 108.7) pcoos | NS

sin diferencias significativas, p < 0.05: diferencia significativa, M: mujer, H: hombre.
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controles, 11 fueron mujeres (64.7%) y seis hombres, lo que demuestra la homogeneidad
de las dos poblaciones en cuanto al género.

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 (Guldener y col.,
2006), pero en el presente trabajo la diferencia en la concentracion de Hcys entre los
pacientes y los controles, fue significativamente diferente ain después de ajustar el
analisis con la variable edad, por lo que es posible afirmar que la elevacidn de Hcys en

los pacientes no fue influida por su edad.

No existen valores de referencia de la concentracion de Hcys sérica en México, por
lo que no fue posible hacer una comparacion de ese tipo, 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
pumol/L sugerido por Graham y col., (1997) en el proyecto Accion Concertada Europea
de Homocisteina y Enfermedades Vasculares. Las implicaciones de la diferencia de
concentracion de Hcys que observamos entre los pacientes y los controles podrian ser
analizadas a la luz de otros estudios en los que se ha demostrado que una concentracion
menor a la recomendada por Sober6n y col., (2004), aunque significativamente superior

a la de los sujetos sanos, puede ser un factor de riesgo de complicaciones.

La hiperhomocisteinemia se ha detectado hasta en el 41% de los pacientes
diabéticos, en asociaciéon significativa con los eventos macrovasculares de estos
pacientes (Munshi y col., 1996). En el presente estudio, se observé que el 36.2% de los
pacientes tuvo complicaciones y de ellos, el 14.8 % present6 una concentracion de Hcys
sérica > 15.0 umol/L. Este porcentaje es menor al reportado por Okada y col., (1999)
quienes observaron que la prevalencia de hiperhomocisteinemia (Hcys > 14 umol/L) fue

del 39.3% en un grupo de pacientes con diabetes mellitus tipo 2, siendo la concentracion
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de Hcys superior en los pacientes diabéticos con estenosis coronaria, con respecto a los
pacientes diabéticos sin estenosis (13,8 + 3,9 vs 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 pmol/L en plasma (Hoogeveen y col.,
2000), lo que nos permite suponer que el 54% (con hiperhomocisteinemia) de los 47
pacientes incluidos en este estudio tienen un riesgo elevado a padecer un accidente
cardiovascular. Es probable que el porcentaje de pacientes en riesgo de complicaciones
de nuestro estudio se incremente, al comparar 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 la
hiperhomocisteinemia con concentraciones de Hcys menores de 14 umol/L (Stabler y
col., 1999; Chico y col., 1998; Buysschaert y col., 2000; Stabler y col., 1998; Hultberg y
col., 1991). Por ejemplo, en el estudio de Emoto y col., en el 2001, se encontraron
niveles de Hcys significativamente menores a los puntos de corte recomendados por el
proyecto Accion Concertada Europea de Homocisteina y Enfermedades Vasculares, ya
que reportaron que los pacientes con diabetes tuvieron una concentracion de Hcys sérica
de 12.0£0.7 umol/L, significativamente mayor a la de los controles sanos de 8.7 + 0.3

umol/L.

Con relacion a la retinopatia, una complicacion microangiopatica de la diabetes
mellitus tipo 2, Brazionis y col. (2008) encontraron concentraciones de 11.5 umol/L y
9.6 umol/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 1 pmol/L se incrementa el riesgo de padecer

retinopatia diabética de un 15 a un 20% (Brazionis y col., 2008).

Contrariamente a los datos citados con anterioridad, se han publicado los resultados
de investigaciones, como la de Tarkun y col., del 2003, quienes no encontraron

diferencias en la concentracion de Hcys entre los controles y los pacientes con diabetes
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mellitus (9.66 £ 3.23 vs 9.38 + 2.2, p < 0.7; respectivamente). Estos resultados sugieren

que aun es necesaria la comparacion de los niveles de Hcys en diferentes poblaciones.

Por otro lado, se ha visto que los niveles de Hcys disminuyen significativamente
cuando los pacientes toman suplementos alimentarios con vitamina B y acido folico
(Rosenberg y col., 2006). Por esta razén, en este estudio no fueron incluidos los
pacientes con tratamiento vitaminico y, por lo tanto, los niveles de Hcys observados en

los pacientes y los controles no estuvieron influidos por este factor.

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
I1) y la concentracion 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 97 mg/dL (Rl = 70.5 - 115), 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
demostracion de su adecuado control lipémico, aunque s6lo el 44.68 % (21 pacientes)
tenian la prescripcion de tratamiento hipolipemiante.

Varios estudios han demostrado que los niveles de HDL-colesterol de los pacientes
con diabetes mellitus son similares a los de los grupos de adultos no diabéticos, sin
embargo los niveles de Hcys correlacionan negativamente con los de HDL solo en los
pacientes con DM2. Este hecho, podria explicar por si sélo la tendencia prematura de
aterosclerosis en los pacientes con diabetes (Hoogeveen y col., 1998; Meigs y col.,
2001). En nuestro estudio la concentracion de HDL fue también similar entre pacientes y
controles (Tabla Il), pero no se observd correlacion entre la HDL y la concentracion de
Hcys (Tabla I11). Tampoco observamos diferencias en la concentracion de colesterol

total y la lipoproteina de baja densidad (LDL) entre los pacientes y los controles (Tabla

32



I1), lo que pudo haber sido el resultado del tratamiento crénico de los pacientes con
hipolipemiantes orales, ya que el 44.68 % de los 47 pacientes estaban con tratamiento a
base de estatinas y/o fibratos. Interesantemente, la LDL mostro correlacion (positiva)
con la concentracién de Hcys (Tabla I11) (r>= 0.105, p= 0.0258). Este resultado es
similar al publicado por Fridman y col., 1997, quienes sugieren que la base de esta
asociacion es el sinergismo que podrian tener la Heys y las particulas de LDL oxidadas
en el proceso aterogénico. Por ello, es probable que sea necesaria la valoracion de la
LDL oxidada atn en pacientes normolipémicos, especialmente en grupos de pacientes
con elevado riesgo angiopatico como los pacientes con diabetes mellitus incluidos en

este estudio.

La hipertension es otro factor de alta prevalencia (49%) en la poblacion incluida en
este estudio, que podria estar influyendo directamente en el desarrollo de la
macroangiopatia. Sin embargo, a diferencia de otros estudios (Hoogeveen y col., 1998;
Meigs y col., 2001), en este trabajo no encontramos relacion entre las dos variables,

quiza debido a que el perfil de lipidos de los pacientes fue normal.

Los pacientes con disfuncion renal avanzada, presentan niveles elevados de Hcys y
creatinina plasmatica (Stabler y col. 1999, Soinio y cols. 2004, Millan y col., 1998,
Tarkun y col., 2003), pero en etapas de dafio renal incipiente, la Hcys plasmaética suele
estar en niveles normales o bajos (Guldener y col., 2006). En este estudio, aunque en los
pacientes se encontrdé una concentracion mediana de creatinina plasmatica
significativamente mayor (p< 0.05) que en los controles (1.1 g/dL; RI =0.8 - 1.3 vs 0.8
g/dL; RI =0.7 - 1), la concentracion de ambos grupos estaba en el rango normal. No se
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Tabla I11. Resultados del analisis de correlacion entre la Hcys con los parametros

metabolicos en los pacientes diabéticos.

GRUPO CONTROL GRUPO DE DIABETICOS
ECUACION 2 ECUACION 2
Edad = 55.276154 - Edad = 61.108944 -
1.2758171Hcys 0.021833 0.0694655 Hcys 0.000377
Glucosa = 94.589955 -
Glucosa = 161.01803
1.3483002 Hcys 0.024507 +2.2493823 Heys 0.005029
Colesterol =
Colesterol =
176.45579 + 0.029451 g&jgg?g s 0.050931
2.7225346 Heys : Y
Trigliceridos = Trigliceridos =
94.343072 + 0.000682 129.64939 + 0.023445
0.5035869 Hcys 3.7965797 Hcys
HDL = 38.819628 + HDL = 52.896776 -
3.1749748 Hcys 0.079372 0.2935333 Hcys 0.002746

LDL = 86.082978 +

LDL = 86.006326 +

0.0276413 Hcys

1.4039486 Heys 0.002476 6.7926937 Heys 0.105607 p=0.0258
PT = 6.7544591 - PT = 7.4465072 -
0.087507 Hcys 0.060713 0.015621 Hcys Rl
PCR =2.2184154 + PCR =11.737042 +
0.8448323 Hcys 0.094219 0.0737865 Hcys 0.000239
SA =39.15486 +

SA =69.507632 +
1.7686443 Hcys 0.038131 16381228 Hoys 0.052773
HBG = 5.2559509 + HBG =8.7012837 +
0.1097441 Hcys 0.034535 0.2587188 Hcys 0.035975
ALB =3.973104 - ALB =4.3712172 -
0.04875 Hcys 0.00777 0.0271797 Hcys 0.008901
Creatinina Creatinina =
=0.7604912 + 0.01931 1.2628248 - 0.013361

0.0255287 Hcys

Depuracion de crea=
142.0839- 1.29528 0.018432
Hcys

Depuracion de crea=
62.4524+ 1.537928 0.112937 p=0.0224
Hcys
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observd correlacion entre las dos variables, de la manera en la que se observa cuando y
col., 2003) sin embargo, al estimar la depuracion de creatinina, a través de la formula de
Cockcroft-Gault (Murillo 2005), se observé que si existen diferencias entre los grupos,
ya que la mediana que presentaron los pacientes era mucho menor en comparacion con
la de los controles (70; Rl = 55.0 -108.7 vs 109.3; Rl = 91.5 — 137.8) (Tabla Il). Ademas
se observd una correlacion positiva entre la depuracion de creatinina y los niveles de
Hcys (r2 =0.11; p=0.0224 Tabla IlI) (similar a la observada por Emoto y col., en el
2001). No obstante estos resultados, con este analisis transversal no se puede afirmar que
la depuracion de creatinina es un factor de riesgo de complicaciones renales en el grupo
de pacientes; a pesar de que algunos estudios sefialan que la elevacién de Hcys
contribuye al desarrollo de glomeruloesclerosis (Cho y col., 2010), en este estudio no es

posible identificar a la hiperhomocisteinemia como factor de riesgo de dafio 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 hipoglicemiante, sin
embargo, en el 51 % de los pacientes la HbAlc se encontraba por arriba (concentracién
mediana de 8.6 %; Rl = 7.2 — 11.1) del valor que se tiene como meta terapéutica (< 7%;
ADA, 2011). EI descontrol glicémico de los pacientes diabéticos es muy frecuente a
pesar del tratamiento hipoglicemiante (Roca y col., 2010; Schramm vy col., 2008) y por

ello se les considera como pacientes con alto riesgo de sufrir accidentes vasculares.

La hiperglucemia cronica conduce a las complicaciones de la diabetes mellitus por
diversos mecanismos bioquimicos, que incluyen la inflamacion crénica (Rosado y col.,
2007). La inflamacion es fundamentalmente una respuesta de caracter protector, cuyo
objetivo dltimo 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 y col., 2007; Rosado y col., 2007) y el &cido sialico (SA;

Browning y col., 2004), aunque son inespecificos, son utilizados como predictores del
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riesgo cardiovascular en los pacientes con DM2. La PCR es una proteina de fase aguda
producida por el higado, mientras que el &cido sialico es el aztcar terminal de muchas de
las glicoproteinas séricas y endoteliales; ambos marcadores parecen tener una
correlacion positiva consistente con el riesgo vascular de los pacientes con DM2, motivo
por el que su concentracion también fue estimada en este trabajo. En el analisis de los
resultados se observd que los pacientes diabéticos presentaron una concentracion alta de
PCR de 5.9 mg/L (Rl = 3.4 - 18.4), ya que el nivel normal de PCR es < 3.8 mg/L,
mientras que los controles presentaron una mediana de 3.7 mg/L (Rl = 1.4 - 6.8) (Tabla
I1), que se encuentra dentro de los valores normales. La sintesis elevada de PCR podria
explicar la elevacion de las proteinas totales séricas (PT) que presentd el grupo de
pacientes diabéticos en este estudio (7.2 mg/dL; RI = 6.9 - 7.9 vs controles con 6.4
mg/dL; Rl = 6.05 - 7.05) (p<0.05; Tabla Il) (Zulet y col., 2007).

En el caso del SA, también hubo diferencias entre los grupos, ya que los pacientes
tuvieron una 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; Rl = 31 -54). En muchos estudios se
utiliza solamente la medicion 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 inflamacion, proporcionando informacién mas significativa de un estado
inflamatorio habitual, por tanto, ademas de ser méas estable puede ser utilizado como

marcador de la respuesta de fase aguda (Zulet y col., 2007; Pickup, 2004).

Finalmente, los resultados demostraron que globalmente el grupo de pacientes con
DM2 incluido en este estudio presentd un importante estado inflamatorio cronico,
descontrol glicémico, ademas de una concentracion de Hcys significativamente superior
al del grupo de personas normoglicémicas aparentemente sanas. La concentraciéon de
Hcys en los pacientes es parecida a la concentracion que se ha observado en otras

poblaciones de pacientes, ademas, al ser significativamente superior a la de los
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controles, es probable que constituya un factor de riesgo de complicaciones, adicional al
que representa por si sola la hiperglicemia y el estado de estrés inflamatorio (Rigla y
col., 2001). Aunque las asociaciones encontradas no fueron suficientes para establecer
un modelo de regresion 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 y cols., 2005).

Una limitacion del presente trabajo fue el reducido numero de enfermos incluidos,
que impidid realizar un analisis estratificado de las variables de mayor interés (Gomez y
col., 2004). Sin embargo, el trabajo tiene el indudable valor de haber utilizado criterios
de inclusion, exclusion y eliminacion sumamente rigurosos, por lo que los resultados son
altamente confiables y permiten hacer inferencias acerca del estado metabolico general
de los pacientes y del valor de la Hcys como marcador de riesgo vascular.
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CONCLUSIONES

A pesar de la importancia que tiene el conocer el grado de descontrol metabolico 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 nuestro
Estado. Como ocurre con muchas variables bioldgicas humanas, la concentracion de
Hcys podria encontrarse influida por factores medioambientales y genéticos, y es por
ello que resultan importantes los estudios controlados en los que se definen

caracteristicas especificas para la inclusion de los grupos de estudio.

Aunque no existen valores de Hcys normalizados en nuestra poblacion, en los
resultados obtenidos en esta investigacion se observd que la concentracion de Hcys
estuvo significativamente mas alta en los pacientes diabéticos (15.55 pmol/L; Rl = 11.6
- 18.8), con relacion a la que presentaron los sujetos control normoglicémicos (11.2
umol/L; Rl = 10.9 - 12.3). Esta diferencia es importante debido a que existen reportes
que sugieren que los limites para establecer la hiperhomocisteinemia varian entre
diferentes poblaciones y que el aumento de 2 umol/L puede hacer la diferencia entre
sufrir o no alguna complicacion. En el presente trabajo, se observd que de los 47
pacientes, el 36% presentaron alguna complicacion y de estos el 14% presentd

hiperhomocisteinemia.

La concentracion de Hcys, correlaciond positivamente con la LDL a pesar de que la
concentracion de este analito estaba en los valores normales. Esto sugiere la necesidad
de evaluar el estado de oxidacion de la lipoproteina. También se observd correlacion
positiva entre la tasa de depuracion de creatinina y la concentracién de Hcys, aungue por
el disefio transversal del estudio no fue posible conocer la relacion causal entre ambas
variables (Cho y col., 2010).

Finalmente, los niveles de HbAlc, PCR y SA estuvieron significativamente

elevados en el grupo de pacientes incluido en este estudio, lo cual es una evidencia de su

38



descontrol metabolico y muestra la necesidad de profundizar en la blsqueda de
estrategias para el control del proceso inflamatorio cronico de estos pacientes.
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