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RESUMEN

Antecedentes:

En la diabetes se produce aumento en la produccion de radicales libres y disminucion
de defensas antioxidantes naturales. Asi, las especies reactivas del oxigeno
contribuyen a la aparicion de nefropatia diabética. Diversos trabajos han sefalado la
importancia de las citoquinas inflamatorias como elementos determinantes del dafio
microvascular en la diabetes, especificamente de la nefropatia diabética. EI empleo de
vitamina E y C se ha propuesto como tratamiento para disminuir el estrés oxidativo. Se
ha observado que la piridoxina disminuye los marcadores de respuesta inflamatoria.

Objetivo: Determinar el efecto de la piridoxina, vitamina C y E asociados a metformina
en la respuesta inflamatoria, estrés oxidativo y funcion renal, en pacientes diabéticos

tipo 2.

Material y métodos: Ensayo clinico, prospectivo. Se incluyeron 54 pacientes con
diabetes tipo 2 tratados con metformina que fueron asignados a uno de dos grupos; al
grupo de intervencion les administramos piridoxina, vitamina C y vitamina E durante 6
meses Yy al grupo control sélo metformina, se determinaron al inicio, alos 3y 6 meses
marcadores de control glucémico, control metabdlico, respuesta inflamatoria, estrés
oxidativo y funcion renal. En el analisis estadistico los datos se presentaron como
medidas + desviacién estandar y porcentaje para las variables cuantitativas y en
frecuencias para las cualitativas. Se aplico el modelo de medidas repetidas a fin de
comparar basal, 3y 6 meses y la t-student para las variables con 2 determinaciones. La

significancia estadistica se acept6 una p <0.05.

Resultados: Se observo una disminucién significativa de la Hbalc% (p = .012) y del
TNFa (p = .000), asi como una tendencia a la disminucion de la proteinuria, albuminuria

y de IL-6 y un aumento discreto del PAO.

Conclusiones: El uso de vitamina E, vitamina C y piridoxina asociadas a metformina
en el paciente diabético disminuye en forma significativa la HbAl1c% y e TNF alfa lo que
sugiere que mejora el control glucémico y disminuye la respuesta inflamatoria por lo

gue indirectamente podria retardar la aparicion de la nefropatia diabética.

Palabras clave: Piridoxina, vitamina c, vitamina e, estrés oxidativo, diabetes mellitus,

nefropatia.
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ABSTRACT

Background:

Diabetes occurs in increase in free radical production and decreased natural antioxidant
defenses. Thus, reactive oxygen species contribute to the development of diabetic
nephropathy. Several studies have indicated the importance of inflammatory cytokines
as determinants of microvascular damage in diabetes, especially diabetic nephropathy.
The use of vitamin E and C has been proposed as a treatment to reduce oxidative
stress. It has been observed that pyridoxine decreases inflammatory markers.

Objective: To determine the effect of pyridoxine, vitamin C and E associated with
metformin in the inflammatory response, oxidative stress and renal function in type 2
diabetic patients.

Material and methods: Clinical Trial, prospective. We analyzed 54 patients with type 2
diabetes treated with metformin were assigned to one of two groups: the intervention
group will administer pyridoxine, vitamin C and vitamin E for 6 months and the control
group only metformin, were determined at baseline, 3 and 6 months markers of
glycemic control, metabolic control, inflammatory responses, oxidative stress and renal
function. In the statistical analysis the data were presented as measures + standard
deviation and percentages for quantitative variables and frequencies for qualitative
variables. Was applied repeated measures model to compare baseline, 3 and 6 months,
the t-student for variables with 2 determinations. Statistical significance was accepted at
p <0.05.

Results: There was a significant decrease in HbA1c% (p = .012) and TNFa (p = .000),
and a tendency to decreased proteinuria, alouminuria and IL 6 and a modest increase in
PAO.

Conclusions: The use of vitamin E, vitamin C, and pyridoxine associated with
metformin in diabetic patients significantly decreases HbA1c% and TNF alpha suggests
that improved glycemic control and reduces the inflammatory response which could

delay indirectly onset of diabetic nephropathy.

Keywords: pyridoxine, vitamin C, vitamin E, oxidative stress, diabetes mellitus,

nephropathy.
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ABREVIATURAS

AGEs: Productos avanzados de la glicosilacion
DAG: Diacilglicerol

DM: Diabetes mellitus

ECV: Enfermedad cardiovascular

ERAD: Enfermedad renal cronica asociada a diabetes
ERC: Enfermedad renal cronica

ERO/ROS: Especies reactivas de oxigeno

FC: Frecuencia cardiaca

HAS: Hipertension arterial sistémica

HbA1c%: Hemoglobina glucosilada

HDL: Colesterol de alta densidad

IL-1: Interleucina 1

IL-6: Interleucina 6

IMC: indice de masa corporal

IRCT: Insuficiencia renal cronica terminal

LDL: Colesterol de baja densidad

NADH: Adenin dinucledtido reducido

NADPH: Nicotinamida adenina dinucleotido fosfato
PAD: Presion arterial diastolica

PAO: Potencial antioxidante

PAS: Presion arterial sistolica

PCR: Proteina C reactiva

PKC: Protein quinasa C

PLP: 5 fosfato de piridoxal

RAGE: Receptor de productos avanzados de la glicosilacion
SIDA: Sindrome de inmunodeficiencia adquirida
TFG: Tasa de filtracion glomerular

TNFa: Factor de necrosis tumoral alfa
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GLOSARIO

Albuminuria: Es un proceso patoldgico manifestado por la presencia de albumina en la
orina. La albuminuria indica un fallo renal, por fracaso en el filtrado de moléculas

grandes, como es el caso de la albumina.

Antioxidante: Es una molécula capaz de retardar o prevenir la oxidacion de otras

moléculas.

Citoquinas: Son proteinas que regulan la funcién de las células que las producen u
otros tipos celulares. Son los agentes responsables de la comunicacion intercelular,
inducen la activacion de receptores especificos de membrana, funciones de
proliferacion y diferenciacion celular, quimiotaxis, crecimiento y modulacion de la

secrecion de inmunoglobulinas.

Dienos conjugados: Moléculas que se utilizan para medir el dafio de la membrana

celular producido por lipoperoxidacion.

Especies reactivas de oxigeno: (ERO o ROS por reactive oxygen species) incluyen
iones de oxigeno, radicales libres y peroxidos tanto inorganicos como organicos. Son
generalmente moléculas muy pequefas altamente reactivas debido a la presencia de
una capa de electrones de valencia no apareada. En épocas de estrés ambiental sus
niveles pueden aumentar en gran manera, lo cual puede resultar en dafios significativos

a las estructuras celulares. Esto lleva en una situacién conocida como estrés oxidativo.

Estrés oxidativo: Es la alteracion en el balance entre pro oxidantes y antioxidantes.

Grupos carbonilos: Marcadores de estrés oxidativo que se producen por dafio

oxidativo sobre las proteinas.

Hemoglobina glucosilada (Hba1c%): Es una heteroproteina de la sangre que resulta
de la unién de la hemoglobina con carbohidratos libres unidos a cadenas carbonadas
con funciones acidas en el carbono 3y el 4, que es utilizada en la diabetes para saber
si el control que realiza el paciente sobre la enfermedad ha sido bueno durante los

ultimos tres o cuatro meses.
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Interleucina 6 (IL-6): Es una glucoproteina segregada por los macrofagos, células T,
células endoteliales y fibroblastos. Localizado en el cromosoma 7, su liberacion esta
inducida por la IL-1 y se incrementa en respuesta a TNFa. Es una citocina con actividad

antiinflamatoria y proinflamatoria.

Piridoxina: Es una vitamina hidrosoluble, cuya funcion es la sintesis de carbohidratos,
proteinas, grasas y, la formacion de globulos rojos, células sanguineas y hormonas. Al
intervenir en la sintesis de proteinas, lo hace en la de aminoacidos, y asi participa en la

produccion de anticuerpos.

Potencial antioxidante (PAO): Este parametro puede ofrecer una idea de como se
encuentra el conjunto de la respuesta antioxidante ante cada agresor oxidativo en cada

sistema.

Proteinuria: Es la presencia de proteina en la orina en cuantia superior a 300 mg en

orina de 24 horas.

Radicales libres: Es una especie quimica (organica o inorganica), en general es
extremadamente inestable y, por tanto, con gran poder reactivo por poseer un electron

desapareado.

Vitamina C: Es una vitamina hidrosoluble y potente antioxidante, actuando para
disminuir el estrés oxidativo; un substrato para la ascorbato-peroxidasa, asi como un

cofactor enziméatico para la biosintesis de importantes bioquimicos.

Vitamina E o alfa tocoferol: Es una vitamina liposoluble que actia como antioxidante
a nivel de la sintesis del pigmento hemo, que es una parte esencial de la hemoglobina
de los glébulos rojos. Todas las acciones de los tocoferoles parecen estar
determinadas por su caracter de agente antioxidante, y que en particular previene las

reacciones de peroxidacion de lipidos
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INTRODUCCION

Actualmente la prevalencia de enfermedades cronicas se ha incrementado en forma
alarmante y se han convertido en un problema de salud publica muy importante debido
a los altos costos que genera su atencion y a la morbimortalidad que generan tanto las
mismas enfermedades como sus complicaciones. Entre estas enfermedades la
diabetes tipo 2 ocupa uno de los primeros lugares, siendo sus complicaciones y entre
ellas la nefropatia las causantes de ésta alta morbimortalidad.

La hiperglucemia es el hecho central en el desarrollo de las complicaciones asociadas
a la diabetes, entre ellas la nefropatia diabética. Sin embargo, no es el Unico elemento
implicado en la fisiopatologia de ésta ultima. Hoy en dia conocemos que la
hiperglucemia y el incremento de la glucosa intracelular resultan en la activacion de
vias metabdlicas alternativas, como la via de los polioles, con la participacion
determinante de elementos enzimaticos como la aldosa reductasa. Del mismo modo,
hemos sido capaces de identificar mensajeros intracelulares, como la protein kinasa C,
cuyo papel resulta critico en el desarrollo de la nefropatia diabética. Conocemos la ruta
de formacion de los productos de glicosilacion avanzada y como éstos interactian con
otros factores para producir el dafo tisular. Hemos sido capaces de demostrar la
participacion del estrés oxidativo en la patogenia de esta complicacion y su relacion
directa con la severidad del dafio renal. Comprendemos mucho mejor como participan
diversos factores de crecimiento (factor de crecimiento transformante, factor de
crecimiento del endotelio vascular, factor de crecimiento del tejido conectivo) en la
fisiopatologia de la nefropatia diabética. Hemos disecado el papel crucial del sistema
renina-angiotensina-aldosterona en la génesis y progresion del dafio renal en el
paciente diabético, y hemos puesto de manifiesto nuevas vias de interés

fisiopatoldgico, como son las derivadas de la participacion del fenémeno inflamatorio.

Este conocimiento va mas alla de su importancia fisiopatolégica dada su gran
relevancia en cuanto a sefialar nuevas dianas terapéuticas que, en muchos casos, han
permitido disefiar estrategias terapéuticas con una clara traslacién y aplicabilidad
clinica. Es por esto que en el presente estudio se pretende ver el papel de estos
nuevos tratamientos en la nefropatia diabética, especificamente de los antioxidantes

vitamina C y E, asi como el papel de la piridoxina en la respuesta inflamatoria.
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ANTECEDENTES
Mundialmente la prevalencia de enfermedades cronicas se ha ido incrementando de
una forma alarmante. Cerca de 18 millones de personas mueren cada afo por
enfermedades cardiovasculares, siendo los mayores factores predisponentes la
diabetes y la hipertension®.

A pesar que en la actualidad disponemos de una gran variedad de herramientas de
tratamiento efectivas para la diabetes tipo 2, las asi llamadas “complicaciones
microvasculares” (retinopatia y nefropatia) son responsables directas de la morbilidad

més frecuente asociada a la diabetes tipo 27

Al despuntar el siglo 21, se desencadend la “Epidemia Global de Diabetes”, un
fendmeno relacionado particularmente con la diabetes tipo 2, y que esta teniendo lugar
tanto en paises desarrollados como en vias de desarrollo. En consecuencia, se estima
gue la prevalencia mundial de diabetes tipo 2 aumente desde los 171 millones que

habia en el afio 2000, a una cifra de al menos 366 millones el afio 2030°.

En la ENSANUT 2006 se encontré que la prevalencia de diabetes en México era de
14.4%. Y en un estudio realizado en el 2010 se estima una prevalencia de diabetes con
diagnostico previo de 7.34% y de 7.07% de casos nuevos, sumando una prevalencia de

14.42% representando 7.31 millones de casos a nivel nacional”.

La diabetes mellitus es un conjunto heterogéneo de sindromes de etiopatogenia
multifactorial. El nexo comun es el trastorno metabolico, fundamentalmente la
hiperglucemia cronica, aunque también las alteraciones en el metabolismo lipidico y
proteico. Dichas alteraciones son debidas a un déficit relativo o absoluto de insulina. Es
caracteristico el desarrollo de complicaciones cronicas, macrovasculares y
microvasculares a largo plazo. De manera caracteristica, el hecho sin duda
determinante en la fisiopatologia de las complicaciones asociadas a la diabetes mellitus
lo constituye la presencia de una situacion de hiperglucemia crénica, siendo evidente
gue un mal control glucémico constituye un predictor independiente del desarrollo y
progresion de la enfermedad renal asociada a la diabetes (ERAD), asi como de otras

complicaciones de la enfermedad®.
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El término de nefropatia diabética se propuso inicialmente para designar las lesiones
gue podian encontrarse en el rifidn del diabético, actualmente se utiliza exclusivamente
para sefalar las lesiones renales originadas por afeccion microangiopatica o de los

pequefos vasos.

La primera descripcion de proteinuria en pacientes diabéticos se atribuye a Cotunnius
en 1770, pero fue Bright en 1836 quien establecié la relacion entre proteinuria y

enfermedad renal.

El reconocimiento del impacto que la diabetes tiene sobre el rifidn se inicia en 1936 con
las descripciones de los patdlogos Kimmelstiel y Wilson acerca de la formacion de
nodulaciones hialinas en los glomérulos, basados en el estudio de 8 necropsias. A esta

lesion se denomind glomeruloesclerosis nodular.

En 1942 Bell describe la glomeruloesclerosis difusa, diferenciandola claramente de la
nodular, y sefala la gran importancia de las lesiones arteriolares en la patogenia de la
nefropatia diabética. ElI término de microangiopatia diabética fue propuesto por
Lunbaeck en 1954, basandose en el hallazgo comiun de enfermedad de pequefios

vasos tanto en la retinopatia como en la nefropatia diabética®.
EPIDEMIOLOGIA

La enfermedad renal es la primera causa de muerte en la diabetes tipo 2. En el Instituto
Mexicano del Seguro Social la nefropatia esta dentro de las cinco primeras causas de
atencion médica en hospitales generales de zona y en los de alta especialidad. En los

diabéticos tipo 2 la prevalencia de nefropatia diabética varia de un 39 a 50%.

La nefropatia diabética es la primera causa de insuficiencia renal en etapa terminal,
tanto en México como en Estados Unidos. El costo directo de los cuidados de aquellos
pacientes en los Estados Unidos, es aproximadamente de 5 billones de délares al afio y

el costo se incrementa rapidamente’.
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En México, la frecuencia de la enfermedad renal producida por la diabetes tipo 2 puede
variar segun la region y la fase en que son captados los pacientes, por ejemplo: el
Registro de Dialisis y Trasplante de Jalisco (REDTJAL) muestra una frecuencia relativa
de 51 %®. En algunas regiones se ha captado a los pacientes diabéticos en la fase de
microalbuminuria; en la region de occidente se ha informado hasta 50 %, en la regién
noreste 75 % y en la region sur 35 %; en la regidén centro se ha informado un rango que

va de 9 a 75 %%1°,

La nefropatia diabética se ha definido clasicamente por la presencia de proteinuria >0.5
0/24 horas. Incluye un amplio espectro de alteraciones funcionales y estructurales a
nivel glomerular, tanto vascular como parenquimatoso (glomeruloesclerosis difusa y
nodular) y también a nivel tubular, cuyo dafio progresivo evoluciona hacia la

insuficiencia renal cronica terminal (IRCT).

Actualmente, la nefropatia diabética se clasifica didacticamente en dos estadios
basados en los valores de la excrecion urinaria de albumina: la fase de
microalbuminuria (20-199 g/min. o 30-299 mg/24hrs) y la de macroalbuminuria (=200
g/min. o >300 mg/24hrs). Una vez que la nefropatia se manifiesta, sin intervencion
especifica, la tasa de filtracion glomerular cae gradualmente durante un periodo de
varios afios a una tasa que es muy variable de un individuo a otro ( 2-20 ml/min por

afio)*.

Se define la ERC como el dafio renal o la tasa de filtracibn glomerular (TFG) <60
ml/min/1,73m2 que se presentan durante 3 meses 0 mas, independientemente de la
causa. Se puede determinar el dafio renal en muchas nefropatias por la presencia de
albuminuria, que a su vez se define como una relacion albumina-creatinina > 30 mg/g
en dos de tres muestras de orina al azar.

Se puede estimar la TFG a partir de la creatinina sérica calibrada y formulas de
estimacion, tales como la formula del Modification of Diet in Renal Disease Study
(MDRD) o la formula de Cockcroft-Gault’?. Sin embargo, estas formulas pueden
subestimar la TFG con el riesgo de asignar al paciente a estadios mas avanzados de
ERC. Recientemente en las guias K/DOQUI/KDIGO se public6 la nueva ecuacién
CKD-EPI, la cual ha demostrado mejoraria en la exactitud y precision de las

estimaciones, principalmente en los primeros estadios de la enfermedad™® **.
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La enfermedad renal crénica se puede clasificar en diferentes etapas de acuerdo a la
tasa de filtracién glomerular, independientemente de la causa que la haya provocado,
sin embargo la nefropatia diabética es la que mas se ha estudiado, y diferentes
autores y organizaciones la han clasificado para su estudio. Algunas de las

clasificaciones mas utilizadas son:

Clasificacién de Mogensen para la nefropatia diabética
— Etapa |. Hipertrofia e hiperfiltracion glomerular. El aumento de tamafio renal, asi como
del filtrado glomerular, coincide con el descontrol metabdlico del comienzo diabético,

pero es reversible con el tratamiento insulinico adecuado.

— Etapa Il. Aparecen lesiones funcionales y estructurales sin manifestar adn
microalbuminuria. Esta etapa se caracteriza por un mal control glucémico, asi como
hiperfiltracion glomerular (filtrado glomerular superior a 150 ml/min), concentraciones

elevadas de prorrenina sérica y de apoproteina A.

— Etapa Ill. Nefropatia diabética incipiente: aparece la microalbuminuria (excrecion
urinaria de albumina entre 20 y 200 g/min que equivalen a 30-300 mg/24 h), el filtrado
glomerular se mantiene normal, pero al final de esta etapa comienza a descender. La
microalbuminuria permite predecir la nefropatia diabética, ésta se acompafia de
retinopatia avanzada, neuropatia, trastornos lipidicos, control glucémico mas deficiente

e incremento del dafio vascular aunque la filtracion glomerular esta todavia conservada.
— Etapa IV. Nefropatia diabética manifiesta. Se caracteriza por proteinuria persistente
(excrecion urinaria de albumina superior a 200 g/min 0 300 mg/ 24 h). El intervalo entre
el inicio de la proteinuria puede variar desde pocos afios hasta 20.

— Etapa V. Fallo renal.

Clasificacion de la enfermedad renal crénica K/DOQUI / KDIGO

Esta clasificacion se utiliza para estudiar al paciente con diabetes mellitus y realizar el
diagndstico de la enfermedad:

— Ausencia de enfermedad (etapa 0): no hay datos de dafio renal.
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— Etapa 1. Dafio renal con filtrado glomerular normal o aumentado: filtrado glomerular

igual o mayor a 90 ml/min/1,73 m2 de superficie corporal.

— Etapa 2. Con disminucion ligera del filtrado glomerular: filtrado glomerular de 89 a 60
ml/min/ 1,73 m2 de superficie corporal.

— Etapa 3. Con disminucién moderada del filtrado glomerular: filtrado glomerular de 59
a 30 ml/min/ 1,73 m2 de superficie corporal.

— Etapa 4. Con disminucion severa del filtrado glomerular: filtrado glomerular de 29 a 15
ml/min/ 1,73 m2 de superficie corporal.

— Etapa 5. Fallo renal: filtrado glomerular menor de 15 ml/min/1,73 m2 de superficie

corporal %12,

FISIOPATOLOGIA DE LA NEFROPATIA DIABETICA

La Hiperglucemia como factor determinante de Ilas complicaciones

microvasculares de la diabetes

A pesar del reconocimiento de la hiperglucemia como condicidon necesaria y principal
elemento determinante del desarrollo de la nefropatia diabética, seguimos sin conocer
completamente los mecanismos intimos por los cuales la hiperglucemia conduce a la
lesidon renal, aunque si tenemos certeza de la participaciéon fundamental de diversos
procesos que confluyen para iniciar los cambios funcionales y estructurales a nivel
renal (ejemplo, hipertrofia glomerular, proliferacion mesangial), y que van a conducir a
una modificacion de la hemodinamica corpuscular y la estimulacién de procesos de

proliferacion e hipertrofia celulares.
La modificacion de diversas moléculas por el ambiente hiperglucémico, con la

formacion final de los productos avanzados de la glicosilacion (AGES), juega un papel

fundamental.
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Asi mismo, los niveles elevados de glucosa ejercen sus efectos tdxicos en el interior de
las células a través de su incorporacion por transportadores de glucosa, activandose
una cadena enzimatica de distintas reacciones que incluyen: formacién de sorbitol,
aumento de estrés oxidativo, activacion de la protein kinasa C (PKC) y activacion de la
ruta de la hexosaminasa. Todas estas vias enzimaticas y metabdlicas van a contribuir a
la activacion de citoquinas y de factores de crecimiento que participan de manera activa
en la aparicién y desarrollo de la ERAD™.

La via de los polioles y actividad de la aldosa-reductasa

La aldosa reductasa es la primera enzima de la via de los polioles, encargada de
catalizar la reduccion de una amplia variedad de compuestos carbonilo, incluyendo las
hexosas. En presencia de hiperglucemia, y al aumentar la glucosa intracelular, se
activa la aldosa reductasa con la produccion creciente de sorbitol, lo que conlleva la
consiguiente disminucion de nicotinamida adenina dinucleotido fosfato (NADPH).

En todo este proceso tienen lugar cuatro fendbmenos: (I) produccién de sorbitol, (II)
produccion de fructosa, (Ill) disminucién del NADPH, y (IV) aumento del nicotinamida
adenin dinucledtido reducido (NADH), cuyas implicaciones describiremos a

continuacion.

El sorbitol mismo aumenta la presién osmatica intracelular y dafia a los tejidos por
edema celular. Ademas el sorbitol aumenta la relacion NADH:NADH+, inhibiendo la
actividad de la dehidrogenasa gliceraldehido trifosfato y aumentando la concentracion
de triosafosfato. Al elevarse las concentraciones de este compuesto se incrementa la
formacion de metilglioxal, un precursor de los AGEs, y de diacilglicerol (DAG), que
activa la PKC.

Por otra parte, el consumo de NADPH favorece el estrés oxidativo al disminuir el
cociente glutation reducido/oxidado, lo cual acelera los procesos de glicosilacion asi
como aumenta la actividad de la via de las pentosas, activando a su vez a la PKC. En
resumen, la activacién de la AR no solo produce dafio celular por si misma, sino que
aumenta el dafio producido por otros mecanismos como la activacion de la PKC y la

glicosilacion proteica®’.
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La proteina kinasa C

La isoforma PKC-B2 aumenta su actividad en las células endoteliales de retina y rindn
cuando estas son expuestas a la hiperglucemia, debido al aumento en la sintesis de
novo de DAG, un potente estimulador endégeno de esta enzima. PKC-B2, a su vez,
activa la fosfolipasa A2, aumentando asi la produccion de prostaglandina E2 y de
Tromboxano A2. Estos ultimos mediadores modifican drasticamente la permeabilidad
endotelial y la respuesta a la Angiotensina Il en el musculo liso vascular, cambios

importantisimos en la génesis del dafio renal presente en la diabetes™®.

Productos avanzados de la glicosilacion
La glicosilacion avanzada es el proceso no enzimatico por el cual se produce la union

de azucares reductores como la glucosa, a diferentes moléculas como proteinas.

Este proceso tiene lugar en etapas sucesivas, las primeras son rapidas y reversibles,
mientras que las finales son lentas e irreversibles:

1) La asociacion del azucar con la proteina, que resulta de la adicion del grupo
carbonilo del azdcar al grupo amino de la proteina, formando la denominada base de
Schiff, estable por un corto tiempo.

2) Reordenamiento de los enlaces quimicos, dando lugar a un producto mas estable
denominado genéricamente producto de Amadori.

3) El compuesto de Amadori sufre una serie de transformaciones que conducen a la

formacion de los AGEs®®.

Los AGEs se han relacionados con diferentes efectos a nivel renal, como la
modificacion de componentes estructurales de la membrana basal o de la matriz
extracelular. Ademas, se han descrito receptores para estas moléculas (RAGE) que se
expresan en diferentes localizaciones renales, incluyendo podocitos, células
endoteliales y musculares lisas, células mesangiales y células epiteliales tubulares. La
unién a estos receptores determina la activaciéon de diversas vias de sefalizacion
intracelular, con la subsiguiente generacion de especies reactivas de oxigeno, la
activacion de factores de transcripcion como el factor nuclear kappa B, la liberacion de
citoquinas inflamatorias como el factor de necrosis tumoral-a (TNFa) o las interleucinas
1y 6, la expresién de moléculas de adhesion y factores de crecimiento, como el factor
de crecimiento vascular endotelial, elementos todos ellos que han sido relacionados
con la patogenia del desarrollo y progresion de la nefropatia diabética®.
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Estrés oxidativo

La alta actividad metabodlica del rifidbn determina la generacion de una importante
cantidad de moléculas oxidantes, entre las que destacan las especies reactivas de
oxigeno (ROS), como el per6xido de hidrogeno y el anion superdxido. Todas las
estructuras renales son susceptibles de sufrir dafio oxidativo.

En la nefropatia diabética ha sido demostrada la relacion directa entre la severidad de
la lesion renal y el grado de estrés oxidativo. Asi, pacientes diabéticos con nefropatia
establecida exhiben un mayor grado de dafio oxidativo del ADN que pacientes con
microalbuminuria, mientras que pacientes con un aumento en la excrecion urinaria de
albumina muestran mayores niveles de peroxidacion lipidica que sujetos con
normoalbuminuria. Documentos histologicos demuestran la presencia de productos de
glico-oxidacion y lipo-oxidacion en la matriz mesangial y en las lesiones nodulares

glomerulares de pacientes diabéticos.

Por otra parte, diversos estudios han observado que la actividad enzimatica de
superoxido dismutasa se encontraba reducida en sujetos diabéticos, indicando una
asociacion entre la alteracion en la capacidad antioxidante y la nefropatia diabética®.

Un blanco frecuente del ataque de los radicales libres en el rifion son los lipidos de las
membranas de las células renales, lo cual provoca la peroxidacion de éstos, y altera la

integridad y la funcion de estas membranas.

El estrés oxidativo puede afectar la funcion glomerular debido a su accion deletérea
sobre las células mesangiales y endoteliales glomerulares; de hecho, se considera que
el glomérulo es considerablemente mas sensible al dafio oxidativo que otros segmentos

del nefrén, tales como el tibulo proximal.

Por otro lado, la acumulacion de LDL oxidadas en el mesangio induce la proliferacion y
apoptosis de las células mesangiales. En el caso de las células tubulointersticiales, su
exposicién a las LDL oxidadas puede dafiarlas. Se ha reportado también que los
radicales libres inducen la expresién de genes de mediadores inflamatorios en las
células del epitelio tubular renal, los que promueven el reclutamiento de leucocitos y

macréfagos a este nivel, células que contribuyen a aumentar la lesion preestablecida®.
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La intervencidén dirigida a reducir el estrés oxidativo ha sido postulada como una
estrategia terapéutica de utilidad en la nefropatia diabética. Desde el punto de vista no
farmacoldgico, la reduccion de peso y la restriccion de la ingesta de sodio han sido

sugeridas como estrategias Utiles®.

En relacién a las estrategias farmacologicas, se han empleado diversos antioxidantes
para valorar su potencial beneficio como agentes renoprotectores. El empleo de
vitamina E, vitamina C o acido lipoico en modelos animales demostré efectos
beneficiosos sobre la reduccién del estrés oxidativo y la proteccién de estructuras
renales frente a este dafo. Sin embargo, la traslacion clinica de estos resultados ha
sido limitada. Estudios clinicos sugieren que las vitaminas C y E pudieran mejorar la
funcidn endotelial en los pacientes diabéticos, aunque no hay datos concluyentes en

relacién a los beneficios sobre la nefropatia diabética®*.

Inflamacién y nefropatia diabética

La relacion entre inflamacion y las complicaciones de la DM es un tema de gran interés,
existiendo hoy en dia evidencia sobre la estrecha interrelacién entre inflamacion y
nefropatia diabética. En los dltimos afos, diversos trabajos han sefalado la importancia
de las citoquinas inflamatorias como elementos determinantes del dafio microvascular

en la diabetes mellitus, y especificamente de la nefropatia diabética®.

Interleucina 6

Esta citoquina proinflamatoria se asocia con significativos efectos a nivel renal:
aumento de la permeabilidad endotelial, estimulacién de la proliferacién de las células
mesangiales y aumento de la expresion de fibronectina por estas células. Suzuki y cols,
han demostrado que la IL-6 se expresa en células glomerulares e intersticiales de
pacientes con nefropatia diabética, y que dicha expresidon puede estar relacionada con

la proliferacién mesangial y el dafio renal en éstos pacientes®.

Factor de necrosis tumoral alfa (TNFa)

El TNFa es una molécula con actividades biolégicas potencialmente implicadas en el
dafio renal del paciente diabético: efecto citotdxico directo sobre las células renales,
induccion de apoptosis, alteracion en la hemodinamica intrarenal, incremento en la

permeabilidad endotelial o induccién de estrés oxidativo.
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Los niveles de expresion del ARN mensajero del TNFa y de la proteina se encuentran
aumentados en el rifién de animales diabéticos?’, relacionandose con las alteraciones
iniciales en el desarrollo de la nefropatia diabética, como la hipertrofia renal y la
hiperfiltraciéon®®. Finalmente, estudios clinicos han constatado que pacientes con
nefropatia diabética muestran mayores concentraciones de esta citoquina que
pacientes diabéticos sin datos de nefropatia, con una relacion directa e independiente
con marcadores de dafio glomerular y tibulointersticial®.

La creciente importancia de los mecanismos inflamatorios en el desarrollo y progresion
de la nefropatia diabética sefialan a este fendGmeno como una diana terapéutica de

potencial interés.

Piridoxina como estrategia para disminuir la respuesta inflamatoria

La piridoxina o vitamina B6, es uno de los cofactores esenciales para la funcion de las
enzimas en varias actividades metabdlicas, que incluyen el metabolismo de
aminoacidos, grasas y de la glucosa. La vitamina B6 es en realidad un grupo de tres
compuestos quimicos llamados piridoxina (o piridoxol), piridoxal y piridoxamina. El ester
de fosfato derivado del 5 fosfato de piridoxal (PLP) es la forma biolégicamente activa de
esta vitamina y refleja el almacenamiento a largo plazo del cuerpo®. Diferentes
estudios han demostrado que bajas concentraciones plasmaticas de PLP se asocian

con mayor riesgo de enfermedad cardiovascular (ECV)*.

La observacion de los efectos protectores de la vitamina B-6 en la ECV independiente

de homocisteina sugiere que otros mecanismos pueden estar involucrados.

Los estudios bioquimicos han puesto de manifiesto algunos de los mecanismos
subyacentes de los efectos cardioprotectores, tales como la regulacion del metabolismo
del colesterol, la inhibicion de la agregacién plaquetaria y la proliferaciéon de células
endoteliales. Datos recientes han demostrado que las concentraciones en plasma de
PLP fue negativamente asociada con marcadores inflamatorios, que incluyen la

proteina C-reactiva (PCR), fibrindgeno y el recuento de células sanguineas.
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Debido a la participacion integral de la vitamina B-6 en la sintesis de &cidos nucleicos y
por lo tanto en el ARNm y la sintesis de proteinas, la produccion de citoquinas y
mediadores de la inflamacion durante la respuesta inflamatoria podria aumentar el uso
de la PLP*. Ademas, bajas concentraciones de vitamina B-6 se presentan

cominmente en enfermedades con base inflamatoria fuerte, como la diabetes®.

La presencia de enfermedades cronicas, tales como sindrome metabdlico, la obesidad
y la diabetes tipo 2, esta fuertemente asociada con una menor concentracion
plasmatica de PLP. Resultados de estudios sugieren que una baja concentracion de
PLP en plasma se asocidé con mayor nivel de glucosa en ayunas y hemoglobina
glucosilada, mientras que la mayor concentracion de PLP en plasma se correlaciono
significativamente con el indice HOMA mejorando la funcion de las células beta. Se ha
demostrado que la deficiencia de vitamina B-6 causa cambios degenerativos en las
células beta en los islotes de Langerhans con la consiguiente disminucién de la insulina
circulante **. Por otra parte, la suplementacion con piridoxina disminuye la glucosa en

sangre y disminuye la hemoglobina glucosilada en pacientes diabéticos*°.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La nefropatia diabética es una de las complicaciones mas temidas de la diabetes.
Ademas del costo econdmico por su tratamiento, el impacto en el bienestar del paciente
diabético y el hecho de que generalmente representa la progresién, hace que ésta
represente en su estado terminal la complicacion final del paciente con diabetes.
Actualmente esta bien reconocido que la hiperglucemia es importante pero no
suficiente para el desarrollo de nefropatia diabética. Muchos otros factores estan
involucrados, entre los que podemos destacar el estrés oxidativo y la respuesta

inflamatoria.

La intervencion dirigida a reducir el estrés oxidativo ha sido postulada como una
estrategia terapéutica de utilidad en la nefropatia diabética. En relacion a las
estrategias farmacoldgicas, se han empleado diversos antioxidantes para valorar su
potencial beneficio como agentes renoprotectores, aunque los resultados, en general,
no han sido consistentes. EI empleo de vitamina E, vitamina C o acido lipoico en
modelos animales demostro efectos beneficiosos sobre la reduccion del estrés
oxidativo y la proteccidon de estructuras renales frente a este dafio, sin embargo no hay
mucha informacion sobre estos efectos en los seres humanos. Asi mismo se ha visto
gue el tratamiento con vitamina B6 ha demostrado disminuir la concentracién de
marcadores de respuesta inflamatoria como proteina C reactiva, IL6 y TNF alfa, sin
embargo no hay referencias del papel que juegan este tipo de medicamentos a nivel

renal. Por lo que el presente estudio plantea resolver la siguiente interrogante:
¢Cual es el efecto de la vitamina C, vitamina E y piridoxina asociados a

metformina en los marcadores de respuesta inflamatoria, estrés oxidativo y la

funcién renal en pacientes con Diabetes tipo 2?
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JUSTIFICACION

Las enfermedades crbnicas se han convertido en uno de los problemas de salud
publica mas importantes debido a los altos costos de su tratamiento, entre estas
enfermedades, la diabetes. En México a partir del afio 2000, la diabetes es la primera
causa de muerte en mujeres y la segunda en hombres (después de la cardiopatia
isquémica, enfermedad resultante muchas veces de la diabetes) siendo la enfermedad
renal la causa mas importante. Por lo que nuestro estudio es conveniente ya que con él
se pretende saber si la suplementacién de medicamentos antioxidantes como la
vitamina C, la vitamina E y la piridoxina en pacientes con diabetes tipo 2 que estan en
tratamiento con metformina tiene un efecto benéfico en el control glucémico, el control
metabolico y la funcién renal, frenando la progresion del dafio provocado por la
hiperglucemia, la respuesta inflamatoria y el estrés oxidativo que estan presentes en la
diabetes, con lo cual se beneficiarian primero los pacientes de nuestro estudio, luego
las pacientes con diagnostico reciente de diabetes, mejorando su calidad de vida y
evitando llegar a presentar en forma temprana complicaciones como la insuficiencia
renal, que afectan tanto la economia como la calidad de vida de estos pacientes y sus
familias. También se beneficiaria el Instituto Mexicano del Seguro Social y el sector
salud en general ya que se disminuirian los costos que conlleva la atencion de estos
pacientes, asi como de sus complicaciones como la insuficiencia renal que es uno de
los problemas que genera mas costos en nuestro pais y en todo el mundo; La
nefropatia diabética es la primera causa de insuficiencia renal en etapa terminal, tanto
en México como en Estados Unidos. El costo directo de los cuidados de aquellos
pacientes en los Estados Unidos, es aproximadamente de 5 billones de dolares al afio y

el costo se incrementa rapidamente.
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HIPOTESIS

La vitamina C, vitamina E y piridoxina asociadas a metformina disminuye la respuesta
inflamatoria, el estrés oxidativo y preserva la funcion renal del paciente con Diabetes

tipo 2.

OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la vitamina C, vitamina E y piridoxina asociadas a metformina
en los marcadores de respuesta inflamatoria, estrés oxidativo y la funcion renal en el

paciente con diabetes tipo 2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el efecto de la vitamina C, vitamina E y piridoxina asociados a

metformina en el control glucémico en pacientes con diabetes tipo 2.

2. Determinar el efecto de la vitamina C, vitamina E y piridoxina asociados a

metformina en el control metabdlico en pacientes con diabetes tipo 2.

3. Determinar el efecto de la vitamina C, vitamina E y piridoxina asociados a
metformina en los marcadores de la funcién renal en pacientes con diabetes tipo
2.

4. Determinar el efecto de la vitamina C, vitamina E y piridoxina asociados a
metformina en los marcadores de la respuesta inflamatoria en pacientes con

diabetes tipo 2.
5. Determinar el efecto de la vitamina C, vitamina E y piridoxina asociados a

metformina en los marcadores de estrés oxidativo en pacientes con diabetes tipo
2.
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MATERIAL Y METODOS

DESCRIPCION DEL ESTUDIO

Tipo de Investigacion:
Experimental

Tipo de Disefo:

Ensayo clinico abierto.
Método de observacion:
Longitudinal

Tipo de analisis:
Analitico

Temporalidad:

Prospectivo

POBLACION DE ESTUDIO

Se incluyeron individuos de la ciudad de Morelia y municipios circunvecinos
derechohabientes IMSS adscritos a la unidad de medicina familiar 80 que cumplieron

con los criterios de seleccion.

Los pacientes fueron asignados por conveniencia a uno de dos grupos, en el grupo de
intervencion se asignaron 30 pacientes con diagnéstico de diabetes tipo 2 de menos de
10 afios de evolucion que estaban en tratamiento Unicamente con metformina a
requerimiento (850-2550 mg/dia) para su control glucémico, a los que les
administramos vitamina C 100 mg/dia, vitamina E 400 mg/dia y piridoxina 100 mg/dia
via oral durante 6 meses. En el grupo control se asignaron 29 pacientes con
diagndstico reciente de diabetes tipo 2, 0 menos de 10 afios de evolucion que estaban
en tratamiento Unicamente con metformina a requerimiento (850-2250 mg/dia) para su

control glucémico.
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Para el tamafio de muestra se estimd que era posible demostrarlo en un tamafio de
muestra de 25 pacientes, para lo cual se utilizé la siguiente férmula:

3 N
14 Ne?
Donde

n

n = es el tamafio de la muestra a obtener
N = poblacién finita 6 nUmero de casos

e = error de estimacion que esta en condiciones de aceptar

Para el caso el total de derechohabientes diagnosticados con diabetes tipo 2 segun
censo de poblacion adscrita atendidas de febrero a mayo 2012 de primera vez en la
UMF No. 80 es de N = 21,099 pacientes

El error que estdbamos dispuestos a tolerar fue de un 20 % (0.20) en error de muestreo
entre entrevistar a los 21,099 derechohabientes y el tamafio que arrojara la formula de
calculo.

Sustituyendo en la formula * quedé:

~ 21,099
"= 1+ 21,099 (0.20)2

~ 21,099
"= 1+21,099 (0.04)

21,099
= 1 843.96

n = 2497
n =25
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CRITERIOS DE SELECCION

Criterios de inclusion:

a)
b)
c)
d)
e)

f)

Pacientes con diagndstico de diabetes tipo 2.

Pacientes diabéticos de 30 a 70 afios de edad.

Ambos sexos.

Tiempo de evolucién de la diabetes menor a diez afios.

Pacientes que estuvieran recibiendo tratamiento farmacolégico con metformina.
Pacientes con filtrado glomerular mayor a 60 mil/min/ 1.73 m2 de superficie

corporal.

Criterios de no inclusion:

a)

b)

d)

Pacientes con enfermedades adicionales que pudieran reducir sobrevida o
confundir los resultados (SIDA, cirrosis hepatica, insuficiencia cardiaca,
neoplasias, etc.).

Pacientes que no fueron capaces de proveer informacion confiable durante la
entrevista (demencia, dependencia al alcohol o a las drogas).

Pacientes que no contaban con domicilio permanente o que no se localizaron
por via telefénica en su propia casa o con familiar.

Pacientes que habian tomado esteroides u otros medicamentos que afectan al

metabolismo de lipidos y los carbohidratos.

Criterios de exclusion:

a)

b)

c)
d)
e)

f)

Pacientes que decidieron abandonar el estudio o suspender el tratamiento por
cualquier causa.

Pacientes con descompensacion aguda de la diabetes, hipoglucemia,
cetoacidosis, estado hiperosmolar.

Pacientes que presentaron alguna reaccion alérgica a los farmacos utilizados.
Pacientes que abandonaron el tratamiento farmacoldgico.

Pacientes que sufrieron cirugia mayor o enfermedad grave.

Pacientes que ameritaron que se les agregara otro medicamento anti diabético,

hipoglucemiante o insulina a su tratamiento habitual.
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VARIABLES DE ESTUDIO

A.- Variable Independiente.

- Tratamiento con vitamina C (100 mg/dia) + vitamina E (400 mg/dia) + piridoxina

(100 mg/dia) + metformina.

B.- Variables Dependientes.

1. Control glucémico:
- Glucosa sérica
- Hemoglobina glucosilada (HbA1c%)
- Insulina
- Péptido C
- HOMA
2. Control metabalico:
- Colesterol total
- Triglicéridos
- Acido urico
3. Funcioén renal:
- Creatinina sérica
- Proteinas totales en orina
- Albuminuria
- Creatinina en orina

- Relacion albumina/creatinina

-  TFG calculada con la formula de CKD-EPI.

4. Respuesta inflamatoria:
- TNFa
- IL-6
5. Estrés oxidativo:
- Capacidad antioxidante (PAO)
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OPERACIONALIZACION DE VARIABLES
VARIABLES DE ESTUDIO.

VARIABLE

DESCRIPCION DE LA
VARIABLE

TIPO DE
VARIABLE

ESCALA DE
MEDICION

PUNTO DE
CORTE

Glucosa en
ayuno

Monosacarido que
representa la principal
fuente de energia que se
encuentra en plasma
sanguineo y resulta de al
menos 8 hrs de ayuno.

Cuantitativa

mg/dl

70-110

HbAlc

Heteroproteina de la
sangre que resulta de la
union de la Hb con
carbohidratos libres
unidos a cadenas
carbonadas con funciones
acidas en el carbono 3 y
4,

Cuantitativa

%

<6.5

Insulina

Es una hormona
polipeptidica formada por
51 aminoacidos,
producida y secretada por
las células beta de los
islotes de Langerhans del
pancreas.

Cuantitativa

puU/mi

0.7-20

Péptido C

Cadena de aminoacidos
(péptido) que forma parte
de la proinsulina.

Cuantitativa

ng/dl

0.7-1.9

HOMA

Es un método para
calcular la resistencia a la
insulina y se calcula
insulina por glucosa entre
22.5

Cuantitativa

(LU/ml)(mg/dl)

Normal:
2.1-2.7
Intolerante
a glucosa:
4.3-5.2

DM: 8.3-9.5

Colesterol

Es un lipido esteroide,
molécula de
ciclopentanoperhidrofenan
treno (o esterano),
constituida por cuatro
carboxiclos condensados
o fundidos, denominados
A B,CyD

Cuantitativa

mg/dl

75-200
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Triglicéridos

Son acilgliceroles, un tipo
de lipidos, formados por
una molécula de glicerol,
gue tiene esterificados sus
tres grupos hidroxilicos
por tres acidos grasos,
saturados o insaturados.
Los triglicéridos forman
parte de las grasas, sobre
todo de origen animal.

Cuantitativa

mg/dl

75-200

Acido drico

El acido drico es un
producto de desecho del
metabolismo de nitrégeno
en el cuerpo humano (el
producto de desecho
principal es la urea), y se
encuentra en la orina en
pequefas cantidades.

Cuantitativa

mg/dl

25-6

Relacion
Albumina/
creatinina
en orina

Es un método que mide la
cantidad de albumina, en
la orina. La cantidad de
albumina se compara con
la cantidad de creatinina.
Y se utiliza para medir la
funcién renal.

Cuantitativa

Relacion A/C
mg/g

TFG
(CKD-EPI)

Es el volumen de fluido
filltrado por wunidad de
tiempo desde los capilares
glomerulares renales
hacia el interior de la
capsula de Bowman.

Cuantitativa

ml/min/m?

Normal
Hombres:
120 +/-14

Mujeres:
120 +/-10

Albuminuria

Es un método que busca
cantidades pequefias de
albimina en orina. La
microalbuminuria es
marcadora de enfermedad
renal incipiente.

Cuantitativa

mg/L

<30
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TNFa Es una proteina de fase | Cuantitativa | pg/ml <32
aguda del grupo de las
citocinas liberadas por las
células del sistema
iInmunitario que interviene
en la inflamacién.

IL-6 Proteina que actia como | Cuantitativa pg/ml 79-108
mensajero  quimicos a
corta distancia sintetizada
principalmente  por los
leucocitos. Su principal
funcion es regular las
funciones de células del
sistema inmunitario.

Potencial Determina la capacidad | Cuantitativa pmol de a. 450
antioxidante | antioxidante de un fluido
(PAO) biolégico medido a través

de su potencial reductor.

DESCRIPCION OPERATIVA DEL ESTUDIO

Previa autorizacion del protocolo por el Comité Local de Etica e Investigacion. Se
identificaron a los pacientes que reunieron los criterios de seleccion en los consultorios
de atencion de los médicos familiares de la Unidad de Medicina Familiar No.80 del
IMSS en Morelia, Michoacan, turnos matutino y vespertino, ademas de los pacientes
identificados en el modulo de PREVENIMSS.

Se citd a los pacientes en el consultorio de investigacion de la unidad para darles a
conocer el protocolo de estudio, solicitar la firma del consentimiento informado (anexo
1), llenado de ficha de identificacion (anexo 2), y posteriormente se procedio a realizar:
1. Historia clinica (anexo 3).

2. Exploracioén fisica: que incluy6 la toma de las siguientes mediciones:

a) Toma de presion arterial, bajo las condiciones establecidas en las guias de

practica clinica.
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b) Mediciones antropométricas en las que se utilizé la siguiente técnica:
Constitucion corporal a través de inpedanciometro TANITA. La cual se realizé con el
paciente portando solo ropa interior, descalzo, de pie, con el cuerpo erguido en maxima
extension y cabeza erecta, ubicandose de espalda al estadimetro con los pies y rodillas
juntas, tocando con los talones el plano del estadimetro. Programando el
impedanciometro para la medicién de una persona sedentaria, se disminuyeron 300 gr
al peso (por la ropa interior). En el que se incluyen los siguientes parametros:

- Peso cuyo resultado se expresa en kilogramos (Kg)

- Talla cuyo resultado se expresa en metros (m)

- Indice de masa corporal (IMC) o de Quetelet que se calcula automaticamente
en el impedanciémetro.

- Masa grasa en porcentaje, masa grasa en Kg, masa magra en Kg y, agua

total en Kg.

3. Toma de muestras bioquimicas: Previo ayuno de 12 horas se recolectaron
aproximadamente 20 ml de sangre venosa periférica para la determinacion de
hemoglobina glucosilada, insulina, IL-6, y capacidad antioxidante, asi como una
muestra de la primera orina de la mafiana para la determinacion de proteinas totales y
albumina en orina, los cuales se procesaron en el laboratorio del Centro de
Investigacion Biomédica de Michoacan (CIBIMI); y para la determinacion de glucosa,
urea, creatinina, colesterol, triglicéridos y acido urico, que se procesaron en el

laboratorio de la UMF 80. de acuerdo a los siguientes procedimientos:

La determinacion de glucosa, urea, creatinina, colesterol y triglicéridos se realiz6 a
partir de una muestra de 4 ml en tubo BD vacutainer K2 con anticoagulante EDTA 7.2

mg. que se realizaron con método automatizado.

Para la determinacion de la capacidad antioxidante del suero de los sujetos de estudio
se implementd un sistema basado en la reduccién cuantitativa de cobre. El valor de
absorbencia que determina la capacidad reductora de la muestra se comparé con la de
un estandar de acido Urico hasta un limite de sensibilidad de 0.1 uM. Las muestras
obtenidas no rebasaran los 15 dias de almacenamiento a — 70 grados centigrados que
estaban siempre libres de particulas insolubles.
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Una vez puestas a temperatura ambiente, muestras y estandares se diluyeron hasta un
rango aproximado de entre 1.5 y 100 uM de equivalentes estandar. El resultado se

reportd entonces en equivalentes de acido urico.

Para la determinacion de la Interleucina 6 (IL-6) se usé un anticuerpo monoclonal
contra IL-6 inmovilizado sobre una placa de ELISA.

La muestra y el estdndar se adicionaron a una placa a la cual se encuentra adherido un
anticuerpo contra IL-6. La placa se incub6 a 37 °C por espacio de una hora.

La placa se lavé extensamente quedando entonces el anticuerpo y la interleucina
unidos a la placa. Una solucion conteniendo un segundo anticuerpo contra IL-6 se
adiciono; este se unio a la interleucina adherida a la placa. Un segundo periodo de
incubacion se inicio de inmediato.

Un segundo ciclo de lavado se llevo a cabo para remover el anticuerpo no adherido a la
placa. Un anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa se adicion0, el cual se unio
al primer anticuerpo contra IL-6 y un tercer periodo de incubacion se inicié.

Un tercer ciclo de lavado removio el exceso del anticuerpo secundario. Una solucién
conteniendo Tetrametilbencidina (TMB) se adicioné y una reaccion catalizada por
peroxidasa genero un color azul en la solucion.

Una solucion de paro conteniendo acido clorhidrico detuvo la reaccion tres minutos
luego de su inicio. Un color amarillo resultante puede ser leido a 450 nm en un
espectrofotometro.

La intensidad de la sefial determina el nivel de IL-6 en cada muestra cuando se

correlaciona con una curva realizada con el estandar incluido en el ensayo.

La determinacion del Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a) se llevo a cabo utilizando
una prueba de ELISA con un anticuerpo monoclonal inmovilizado.

Luego de un periodo de incubacion de 2 horas a 37°C muestras y estandares
guedaron adheridos al fondo de cada pozo en la placa de ELISA.

Un Primer ciclo de lavado se inicio para remover perfectamente la muestra y el
estandar adicionados previamente y no adheridos. Todo residuo humedo se retirdé con
el uso de una toalla de papel secante. Un segundo anticuerpo biotinilado se adiciond, el
cual se conjugd con la muestra y el estandar conjugados previamente y un segundo

periodo de incubacién se inicio.
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Un segundo ciclo de lavado se inicié para retirar el exceso de anticuerpo para luego
adicionar una solucién conteniendo una peroxidasa conjugada con estreptavidina. Un
tercer periodo de incubacién se inicid, esta vez de 30 minutos.

Se llevo a cabo un tercer ciclo de lavado para retirar el exceso de peroxidasa. Todo
residuo humedo se retir6 con el uso de una toalla de papel secante. Una solucion
conteniendo Tetrametilbencidina (TMB) se adicioné y una reaccion catalizada por
peroxidasa generd un color azul en la solucion.

Una solucion de paro conteniendo acido clorhidrico detuvo la reaccién tres minutos
luego de su inicio. Un color amarillo resultante pudo ser leido a 450 nm en un
espectrofotometro. La concentracion de TNF-a se determin6 por la intensidad del color
y en relacidbn a una curva realizada con el estandar de compuesto puro utilizado

durante la prueba.

Para el examen de orina se le solicitd al paciente una muestra de la primera miccion de
la mafana, de la que se realiz6 analisis fisico, quimico y microscopico, el cual se
proceso en el laboratorio de la UMF 80. Se envi6 al laboratorio especializado un tubo

de captura con 1.5 ml de orina para la medicion de proteinas totales y albumina.

Esta evaluaciones se realizaron de la siguiente manera:
- Glucosa, urea, creatinina, colesterol, triglicéridos, y acido Urico seéricos:
basal, a los 3y 6 meses.
- HbAlc %, Insulina, Péptido C, HOMA, IL6, TNF-a y PAO séricas: basal y a
los 6 meses.

- Albumina, proteinas totales y creatinina en orina: basal y a los 6 meses.

4. Intervencién: Se otorgd a los pacientes del grupo de intervencion tabletas de 100
mg de vitamina C, 400 mg de vitamina E y 100 mg de piridoxina para que las tomaran
cada 24 horas durante 6 meses, y se les instruy0 para que continuaran con su
tratamiento antidiabético de base. Al grupo control sélo se le instruy6 para continuar

con su tratamiento antidiabético de base.
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5. Seguimiento clinico: Se cit6 a los pacientes de los 2 grupos cada mes o por razén
necesaria para evaluar la toma de los medicamentos y su control, en cada cita se
evaluaron TA, peso, talla, y composicién corporal. Asi mismo se evaluaron signos y
sintomas de descompensacion de su enfermedad. En el grupo experimental ademas se
evaluaron efectos adversos de los medicamentos administrados. Para evaluar la
adherencia terapéutica a los pacientes del grupo experimental se les otorgd un envase
con 90 tabletas de vitamina E, un envase con 90 tabletas de piridoxina al inicio y a los 3
meses y en cada mes un envase con 30 tabletas de vitamina C, se les solicit6é a los

pacientes que en cada visita llevaran los envases de los medicamentos para su conteo.

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se presentan como medidas = de desviacion estandar y porcentaje para las
variables cuantitativas y, en frecuencias y sus respectivos porcentajes para las

cualitativas.

Se aplico el modelo de medidas repetidas a fin de comparar basal, 3 y 6 meses y el
modelo relacionado para la t-student para las variables con 2 determinaciones. La

significancia estadistica se acept6 un p valor < 0.05.
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CONSIDERACIONES ETICAS

El presente estudio cumplié con los principios éticos enumerados en la declaracion de

Helsinky para toda investigacion médica.

Asi mismo cumplié con los tres principios béasicos de respeto a las personas,

beneficencia y justicia de acuerdo al informe Belmont.

También cumplié con la Ley General de Salud en sus apartados:
e Titulo segundo: De los Aspectos Eticos de la Investigacion en Seres Humanos,
capitulo 1, articulos 13 a 27.
e Titulo tercero: De la Investigacion de Nuevos Recursos Profilacticos, de
Diagnasticos, Terapéuticos y de Rehabilitacion, capitulo 1, articulos 62 y 64.
e Titulo quinto: De las comisiones internas en las instituciones de salud, capitulo

Unico, articulos 98 a 112.

Se considera un estudio de riesgo minimo.

Este estudio fue aprobado por el CLIEIS y se registré con el nUmero R-2012-1602-13.
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RESULTADOS

Se reclutaron 59 pacientes con diagnéstico de diabetes tipo 2, de 30 a 70 afios de
edad, ambos sexos, con tiempo de evolucion de la diabetes menor a diez afos, en
tratamiento farmacolégico con metformina, con filtrado glomerular mayor a 60 ml/min/
1,73 m2 de superficie corporal, que se asignaron a uno de dos grupos, 30 en el grupo
de intervencion y 29 en el grupo control. Del grupo de intervencién se excluyeron cinco
pacientes, uno porque se agregd glibenclamida a su tratamiento para su control
glucémico, uno por cambio de domicilio a otra ciudad y tres porque decidieron no
continuar con el estudio, quedando un total de 25 pacientes en este grupo y 29 en el

grupo control para el analisis estadistico.

En cuanto a las caracteristicas generales de la poblacion total se observé una edad
promedio de 55.54 + 1.33 afios, la edad minima fue de 30 afios y la maxima de 70
afos, el tiempo de evolucion de la diabetes promedio fue de 3.91 + 0.28 afios y la TFG
media fue de 97.60 + 1.35 ml/min/1.73 m?. En el cuadro | se presenta un resumen de

las caracteristicas generales de la poblacién al inicio del estudio.

Cuadro |. Caracteristicas generales de la poblacién total

Variable Media Minimo P10 Maximo
Edad (afios) 55.54 + 1.33 30 41 48.75 57 67.50 70
Evol. de DM (afios) 3.91+0.28 1 1.65 2.15 3.05 7 9
Talla (m) 1.42+0.09 1.42 1.44 1.50 155 171 1.76
Peso (kg) 72.37+1.84 45 54.35 61.42 71.50 92.25 100.40
IMC (Kg/m?) 29.66 + 0.70 18.75 22.70 26 29.55 36.32 44.32
PAS (mmHg) 12219+ 1.12 100 110 119.50 120 130 130
PAD (mmHg) 77.96 +0.83 60 70 70 80 85 90
FC (latidos/min) 72.50 + 0.53 65 68 70 70 78 82
Glucosa (mg/dI) 133.06 + 6.73 84 92.50 104.50 120.50 180.50 366
TFG (ml/min/m?) 97.60 + 1.35 75.70 82.39 91.84 98.20 110.25 119.73

P10: Percentil 10, P25: percentil 25, P50: percentil 50, P90: Percentil 90
IMC: indice de masa corporal, PAS: presion arterial sistolica, PAD: presion arterial diastolica, FC: frecuencia
cardiaca, TFG: Tasa de filtracion glomerular calculada con la férmula CKD-EPI.
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En cuanto a las caracteristicas generales basales por grupo, en el grupo de
intervencion se encontré que 8 (32%) pacientes fueron hombres y 17 (68%) fueron
mujeres, mientras que en el grupo control 9 (31%) fueron hombres y 20 (69%) fueron
mujeres, no encontrando diferencias significativas en cuanto a genero entre los grupos
(p = 0.58). En la Figura 1 se muestra la distribucién de los pacientes por género en

ambos grupos.

Genero

B Masculino
] Femenino

20

Pacientes

GRUPO EXPERIMENTAL GRUPO CONTROL

Figura 1. Distribucién de los pacientes por género en ambos grupos.
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En cuanto a las caracteristicas basales por grupo, la edad promedio en el grupo de
intervencion fue de 56.9 + 1.3 afios, mientras que en el grupo control fue de 54.3 £ 2.1
afos, el tiempo de evolucion de la diabetes fue de 3.9 + 0.4 afios en el grupo de
intervencion y de 3.8 + 0.3 afios en el control, la TFG fue de 98.56 + 2.14
mil/min/1.73m? en el grupo de intervencién y de 96.78 + 1.74 mil/min/1.73m? en el
grupo control no observandose diferencias estadisticamente significativas en ninguna
de éstas variables entre los grupos. Tampoco se observaron diferencias significativas
entre los grupos en cuanto a peso, talla, IMC, masa grasa, masa magra, agua total, FC,
PAS y PAD. De igual manera las variables glucosa, colesterol, triglicéridos y acido arico
no presentaron diferencias significativas entre los grupos al inicio del estudio. En el
cuadro Il se muestran las caracteristicas generales basales por grupo de estudio.

Cuadro Il. Caracteristicas generales basales por grupo de estudio

Variable Grupo experimental Grupo Control
X+ E.E. X+ E.E.
Edad (afhos) 56.96 + 1.33 54.31+2.19 NS
Evol. de DM (afos) 3.96 £ 0.45 3.87+£0.36 NS
Talla (m) 1.57 £0.02 1.55+0.01 NS
Peso (Kg) 73.07 +2.80 71.77 + 2.47 NS
IMC (Kg/m?) 29.73+1.12 29.59 + 0.90 NS
Masa grasa (%) 36.43+1.84 34.47+1.42 NS
Masa grasa (Kg) 27.40+2.01 25.17 £1.62 NS
Masa magra (Kg) 45.91 + 1.66 45.83+1.54 NS
Agua total (Kg) 33.62+1.22 34.24+1.17 NS
FC (latidos/min) 71.60 + 0.65 73.28 +£0.79 NS
PAS (mmHg) 122.80 +1.71 121.66 + 1.49 NS
PAD (mmHg) 79.20+1.28 76.90 + 1.06 NS
Colesterol (mg/dl) 189.96 £ 8.57 194.66 £ 8.33 NS
Triglicéridos (mg/dl) 188.36 + 17.12 203.76 + 21.91 NS
Acido urico (mg/dl) 5.36 £ 0.25 5.48 £ 0.23 NS
Glucosa (mg/dl) 126.12 + 7.66 139.03 + 10.66 NS
TFG (ml/min/m?) 98.56 + 2.14 96.78 + 1.74 NS

* Cifra estadisticamente significativa (p< 0.05). X+ E.E.: Media + desviacion estandar, IMC: indice de masa corporal,
FC: Frecuencia cardiaca, PAS: presion arterial sistdlica, PAD: Presion arterial diastolica, TFG: Tasa de filtracion
glomerular calculada con la férmula CKD-EPI.
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Variables clinicas

Clinicamente no se observaron diferencias significativas entre los grupos al realizar el
analisis de medidas repetidas, sin embargo al analizar los grupos por separado en el
grupo de intervencién se observd un aumento estadisticamente significativo en el peso
(p=0.041) una vez aplicado el modelo de medidas repetidas, encontrando la diferencia
real entre el momento basal 73.07 + 2.8 Kg y a los 6 meses 74.12 + 2.8 Kg.

La variable de IMC que involucra el peso también se vio modificada en forma
significativa (p=0.044) encontrando en el momento basal un IMC de 29.73 + 1.1 y a los
6 meses de 30.15 + 1.1. De igual forma la masa magra se vio modificada en forma
significativa (p=0.001) ya que su momento basal fue 45.91 + 1.6 y a los 6 meses de
47.10 £ 1.7. Lo mismo ocurrié con el agua total en los momentos basal 33.62 + 1.2 y a
los 6 meses 34.40 + 1.2 (p=0.0020). En el cuadro Il se presentan los resultados del
andlisis de las variables clinicas.

Cuadro Ill. Comparacion de las variables clinicas entre los grupos con el modelo de
medidas repetidas.

Variable
Experimental Control Experimental Control Experimental Control
X+ E.E. X+ E.E. X+ E.E. X+ E.E. X+E.E. X+E.E.
Peso (Kg) 73.07 + 2.80" 7177 £2.47 73.64 +2.85 7178 +2.44 74.12 + 2.80" 71.64+£2.41 0.41
IMC (Kglmz) 29.73 +1.12" 29.59+0,90 29.94+1.10 29.58 + 0.88 30.15 + 1.12" 29.57+£0.85 0.25
Masa grasa (%) 36.43+1.84 34.47 £1.42 36.43+1.81 35.41+1.45 35.92+1.76 34.73+1.41 0.36
Masa grasa (Kg) 27.40+2.01 2517 +1.62 27.68 +2.00 26.12+1.64 27.23+1.99 26.36 + 1.66 0.23
Masa magra (Kg) 45.91 + 1.66" 45.83 +1.54 46.21+1.58 45.18 +1.47 47.10 + 1.67" 44.79 + 1.55 0.79
Agua total (kg) 33.62+1.22° 34.24+1.17 33.83+1.24 33.02 £0,99 34.40 + 1.23" 33.50 +1.02 0.14
FC (latidos/min) 71.60 + 0.65 73.28 +0.79 70.96 + 0.53 73.03+0.73 70.92 +0.63 73.24+£0.73 0.73
PAS (mmHg) 122.80 £ 1.71 121.66 + 1.49 120.48 £ 1.95 120.00 + 1.28 122.40 £ 1.87 120.34 £ 1.35 0.09
PAD (mmHg) 79.20+1.21 76.90 +1.12 79.20+1.21 76.90 + 1.12 80.60 + 1.26 76.38 £ 1.17 0.84

* Diferencia significativa entre los grupos p < 0.05, # Diferencia significativa en el mismo grupo p < 0.05, FC:
Frecuencia cardiaca, PAS: Presion arterial sistdlica, PAD: Presion arterial diastélica. X+ E.E.: Media + desviacién
estandar.
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Control glucémico y metabdlico

No se observaron diferencias significativas entre los grupos en el control glucémico y
metabdlico al realizar el modelo de medidas repetidas. Sélo se observé una tendencia a
la baja en la glucosa en ambos grupos, no siendo ésta significativa (p = 0.15),
encontrando en el grupo experimental una glucosa de 126.12 + 9.9, 119.72 + 54 y
115.4 £ 5.4 en los momentos basal, 3 y 6 meses respectivamente, mientras que en el
grupo control se encontr6 una glucosa de 139.03 + 9.1, 126.48 + 5.0y 126.1 + 5.0 en
los momentos basal, 3 y 6 meses respectivamente. En la tabla IV se muestran los

resultados de las medidas repetidas de control glucémico y metabdlico.

Cuadro IV. Comparacion de las variables de control glucémico y metabdlico entre los
grupos con el modelo de medidas repetidas.

Basal 3 Meses 6 Meses
Variable Experimental ' Control ' Experimental ' Control ' Experimental ' Control p
X+ E.E. X+ E.E. X+ E.E. X+ E.E. X+ E.E. X+E.E.
Glucosa (mg/dl) 126.12 £ 9.90 139.03 £9.19 119.72 £ 5.45 126.48 + 5.05 115.40 £ 5.46 126.10 £ 5.07 0.158
Colesterol (mg/dl) 189.96 + 8.79 194.66 + 8.16 189.68 + 8.24 202.24 £ 7.65 183.08 + 7.94 201.34 £ 7.37 0.44

Triglicéridos (mg/dl)  188.36 + 20.86  203.76 + 19.36  208.76 + 30.33  211.03+28.16  181.56 + 18.65 187.44+17.31 0.085

Acido urico (mg/dl) 5.36+0.25 5.48 £ 0.23 5.42+0.24 5.61+0.23 5.46 £0.23 5.70+£0.22 0.20

* Cifra estadisticamente significativa p < 0.05, X+ E.E.: Media + desviacion estandar
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Las variables HbA1c%, insulina, péptido C y HOMA sélo se analizaron en el grupo
experimental y, sélo se midieron dos determinaciones (basal y a los 6 meses), por lo
que se utilizé el modelo relacionado con la t-student para el analisis de éstas variables,
observando una disminucion estadisticamente significativa en la HbA1c% comparando
el momento basal 6.89 =+ 3.1 y a los 6 meses 6.34 £ 0.8 (p = 0.012); en cuanto a la
insulina, péptido C y HOMA no se observaron diferencias significativas, solo se observo
una tendencia a la disminucion en ellas, en el grupo control no se midieron estas
variables. En el cuadro V se muestran los resultados de las variables de control

glucémico que fueron analizadas s6lo en el grupo experimental.

Cuadro V. Comparacion basal y a los 6 meses de las variables de control glucémico en

el grupo experimental.

Variable 6 meses

X+ E.E.
HbA1c (%) 6.89+1.3 6.34+0.8 .012*
Insulina (pU/ml) 9.40+4.7 8.22+4.7 .262
Péptido C (ng/dl) 2.38+0.8 2.29+0.9 459
HOMA (mg/dl/ pU/ml) 271+1.4 224+1.2 .149

*Cifra estadisticamente significativa (p<0.05) t-student, X+ E.E.: Media + desviacion estandar, HbA1c%:
Hemoglobina glucosilada.
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Funcién renal

No se observaron diferencias significativas entre los grupos en el modelo de medidas
repetidas en lo que se refiere a las variables de funcion renal, encontrando en el grupo
experimental una TFG basal de 98.56 = 2.0, a los 3 meses de 100.83 + 2.2 y a los 6
meses de 99.73 + 2.0, mientras que en el grupo control se observé una TFG basal de
96.78 + 1.8, alos 3 meses de 98.95 £ 2.0 y a los 6 meses de 96.98 + 2.0 (p = 0.106).
En el cuadro VI se muestran los resultados de las medidas repetidas de las variables
de funcién renal en ambos grupos. Al inicio del estudio 4 pacientes del grupo
experimental presentaban una TFG menor a 90 mil/min/1.73m? mientras que en el
grupo control 6 pacientes presentaban una TFG menor a 90 I/min/1.73m?, al finalizar la
intervencion se observd que los 4 pacientes del grupo experimental que presentaban
una TFG menor a 90 ml/min/1.73m? presentaron un aumento de la misma, mientras
gue en el grupo control sélo 2 de los 6 pacientes que presentaban una TFG menor a 90
ml/min/1.73m? aumentaron sus valores, sin observarse significancia estadistica.

Cuadro VI. Comparacion de las variables de funcion renal en el grupo experimental y

control con el modelo de medidas repetidas.

3 Meses 6 Meses

Variable Experimental Control Experimental Control Experimental Control
X+ E.E. X+ E.E. X+ E.E. X+ E.E. X+ E.E. X+ E.E.
Urea (mg/dl) 28.44 +3.25 32.27 £3.02 28.84+1.70 28.69 + 1.57 29.68+1.72 29.04 £ 1.60 0.65
Creatinina (mg/dI) 0.68+ 0.02 0.73 £0.02 0.66 £ 0.02 0.71+£0.02 0.68 + 0.02 0.73+0.02 0.089
TFG (miI/min/mz) 98.56 + 2.00 96.78 + 1.86 100.83 £ 2.20 98.95 + 2.04 99.73 £ 2.05 96.98 + 2.09 0.106

*Cifra estadisticamente significativa (p<0.05), TFG: Tasa de filtracion glomerular calculada con la formula CKD-EPI,
X % E.E.: Media  desviacién estandar.
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Las variables proteinas totales en orina, albumina en orina, creatinina en orina y
relacion albumina/creatinina sélo se midieron en el grupo experimental en 2
determinaciones (basal y a los 6 meses) por lo que se utilizé el modelo relacionado con
la t-student para el andlisis de estas variables, no logrando encontrar diferencias
significativas, sin embargo, se observo una tendencia a la disminucidon de todas estas
variables siendo mas marcada en la albumina en orina, observando una determinacion
basal de 22.34 + 12.01 y a los 6 meses de 13.81 + 5.79 (p = 0.48); en el grupo control
no se midieron estas variables. En el cuadro VII se muestran los resultados de las

variables de funcién renal que se analizaron solo en el grupo experimental.

Cuadro VII. Comparacion basal y a los 6 meses de las variables de funcion renal en el

grupo experimental.

Variable 6 meses

X+ E.E.
Proteinas totales en orina (ug/ml) 29.68 + 4.07 25.21+3.31 .167
Albumina en orina (mg/l) 22.34+12.01 13.81+5.79 .489
Creatinina en orina (mg/dl) 97.65 + 13.00 94.16 + 12.16 .733
Relaciéon A/C (mg/g) 17.76 +5.53 21.08 £ 9.96 712

*Cifra estadisticamente significativa (p<0.05) t-student, Relacion A/C: Relacion albimina/creatinina, X+ E.E.:Media +
desviacion estandar.
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Respuesta inflamatoria y estrés oxidativo

Las variables de respuesta inflamatoria y estrés oxidativo s6lo se analizaron en el grupo
experimental, para lo que se utiliz6 el modelo relacionado de t, observando una
disminucion estadisticamente significativa en el TNFa comparando el momento basal
749.90 £ 102.50 y a los 6 meses 0.00 (p=0.0001). Se observd una tendencia a la
disminucion en la comparacion de IL-6 basal 32.36 + 6.68 y a los 6 meses 29.53 +
10.74 (p=0.83), y una tendencia al aumento en la comparacion de PAO basal 0.363 *
0.02 y a los 6 meses 0.380 + 0.02 (p=0.55), no se midieron estas variables en el grupo
control. En el cuadro VIII se muestran los resultados del modelo relacionado de los

marcadores de respuesta inflamatoria y estrés oxidativo en el grupo experimental.

Cuadro VIII. Comparacion basal y a los 6 meses de los marcadores de respuesta

inflamatoria y estrés oxidativo en el grupo experimental.

Variable
IL-6 (pg/ml) 32.36 + 6.68 29.53+10.74 .831
TNFa (pg/ml) 749.90 + 102.50 0.00 .000*
PAO (umol de a.) 0.363 +0.02 0.380 +0.02 .559

*Cifra estadisticamente significativa (p<0.05) t-student, IL-6: Interleucina 6, TNFa: Factor de necrosis tumoral alfa,
PAO: Potencial antioxidante, X+ E.E.: Media *+ desviacion estandar
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Para disminuir sesgos en la interpretacion de los resultados se realizo un analisis de los
medicamentos con efecto a nivel renal, de respuesta inflamatoria y estrés oxidativo
utilizados por los pacientes durante el periodo de estudio, no se observaron diferencias
significativas inter ni intra grupos a lo largo del estudio. En el cuadro IX se muestran los
resultados del andlisis de medicamentos y dosis utilizados por los pacientes durante el

periodo de estudio en ambos grupos.
Cuadro IX. Dosis de medicamentos utilizados por los pacientes de ambos grupos

EXPERIMENTAL CONTROL

Medicamento Basal 3 meses 6 meses p Basal 3 meses 6 meses p
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Metformina NS NS
425 mg 0 1(4) 1(4) 1(3.4) 1(3.4) 0
850 mg 15 (60) 14 (56) 14 (56) 19 (65.5) 18 (62.1) 19 (65.5)
1275 mg 2(8) 2(8) 2(8) 2(6.9) 2(6.9) 2(6.9)
1700 mg 3(12) 3(12) 3(12) 4(13.8) 4(13.8) 4(13.8)
2250 mg 5 (20) 5 (20) 5 (20) 3(10.3) 4(13.8) 4(13.8)
Enalapril NS NS
0 mg 20 (80) 21 (84) 21 (84) 23 (79.3) 23 (79.3) 23 (79.3)
5mg 1(4) 1(4) 1(4) 0 0 0
10 mg 2(8) 1(4) 1(4) 1(3.4) 1(3.4) 1(3.4)
20 mg 1(4) 1(4) 1(4) 2(6.9) 2(6.9) 2(6.9)
30 mg 0 0 0 1(3.4) 1(3.4) 1(3.4)
40 mg 1(4) 1(4) 1(4) 2(6.9) 2(6.9) 2(6.9)
Losartan NS NS
0 mg 22 (88) 22 (88) 22 (88) 27 (93.1) 27 (93.1) 27 (93.1)
50 mg 1(4) 1(4) 1(4) 0 0 0
100 mg 2(8) 2(8) 2(8) 2(6.9) 2(6.9) 2(6.9)
Pravastatina NS NS
0 mg 21 (84) 19 (76) 19 (76) 27(93.1)  27(93.1) 27 (93.1)
10 mg 3(12) 5 (20) 5 (20) 2(6.9) 2(6.9) 2(6.9)
20 mg 1(4) 1(4) 1(4) 0 0 0
Bezafibrato NS NS
0 mg 21 (84) 19 (76) 17 (68) 23(79.3)  23(79.3) 23(79.3)
200 mg 4 (16) 6 (24) 8 (32) 4(13.8) 4(13.8) 4(13.8)
400 mg 0 0 0 1(3.4) 1(3.4) 1(3.4)
600 mg 0 0 0 1(3.4) 1(3.4) 1(3.4)
Alopurinol NS NS
0 mg 23(92) 23(92) 23(92) 28(96.6)  28(96.6) 28 (96.6)
300 mg 2(8) 2(8) 2(8) 1(3.4) 1(3.4) 1(3.4)

* Cifra estadisticamente significativa (p < 0.05)
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DISCUSION

En cuanto a las variables clinicas se encontr6 un hallazgo en nuestros resultados,
observando que el peso y el IMC aumentaron de forma significativa a expensas de la
masa magra en el grupo experimental. Aunque las vitaminas son fundamentales para la
utilizacién de la energia derivada de los alimentos® no se ha reportado en la literatura
gue las vitaminas que se utilizaron provoquen aumento de la masa magra, sin embargo
se deberd estudiar posteriormente sobre el efecto de estas vitaminas en la masa

magra.

Control metabdlico

En el control metabolico no se observaron diferencias significativas en cuanto a la
glucosa, colesterol y triglicéridos se refiere, lo que concuerda con los estudios de Farvid
y cols®. Sin embargo en otros estudios como el de Paolisso en el que se dio
suplementos de vitamina E a pacientes diabéticos tipo 2 observaron una disminucion
significativa en los niveles tanto de glucosa plasmatica como de colesterol y triglicéridos
tras el tratamiento con vitamina E*®, sin embargo en ese estudio se utilizé una dosis de

900 mg/dia mientras que en el nuestro fue de 400 mg/dia.

Control glucémico
En nuestros resultados se demostré6 que las vitaminas C, E y B6 disminuyeron
significativamente los niveles de hemoglobina glucosilada en el grupo experimental, lo

que concuerda con los estudios de Paoliso y Obreg6n®

, esto podria deberse al
efecto que tiene la vitamina E al reducir la glicosilacién proteica en vivo al interferir en
las fases tempranas reversibles de la reaccion de Maillard y en una fase mas tardia en
la auto oxidacion de la glucosa. Asi mismo al efecto de la vitamina C al ejercer su
accion en fases tempranas y de una manera indirecta al ayudar a mantener la vida
media de la vitamina E***!. De la misma forma en nuestro estudio se demostré que las
vitaminas C, E y B6 disminuyeron los niveles de HbA1c% independientemente de los
niveles de glucosa plasmatica en el grupo experimental, esto se puede explicar por la
variabilidad glucémica ya que se ha demostrado que hay muchos factores que
contribuyen al desarrollo de dicha variabilidad como la hiperglucemia postprandial, el

momento del dia, el estado de salud y el grado de estrés*.
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Por otra parte, el impacto de estos factores puede variar de un dia a otro y de persona
a persona, por lo que la determinacion de HbA1c% es un mejor predictor del control
glucémico ya que es un reflejo de la glucosa sanguinea tanto en ayuno como
postprandial durante sesenta a noventa dias*’. Estos resultados se deben interpretar
con precaucion ya que aunque se demostrd una disminucion significativa en las cifras
de HbA1c%, ésta sélo se analizd en el grupo experimental, por lo que se deben realizar
estudios que incluyan un grupo control para corroborar éste efecto en la disminucion de

HbA1c% y mejor control glucémico de éstas vitaminas.

Funcién renal

En los resultados de este trabajo no se logréo demostrar una diferencia estadisticamente
significativa en los marcadores de funcion renal con el uso de piridoxina, vitamina C y
vitamina E sin embargo se observO una marcada disminucion de los niveles de
albuminuria, Farvid y cols. en su trabajo demuestran una disminucion significativa en
los niveles de microalbuminuria con el uso de estas mismas vitaminas®’, cabe
mencionar que en su trabajo los pacientes al inicio presentaban niveles de albumina
urinaria en rangos de microalbuminuria, no asi en este trabajo en el que la media de
albumina urinaria estaba en niveles normales desde el inicio. La tasa de filtracion
glomerular no sufri6 cambios significativos posterior a la intervencion, sin embargo, 4
pacientes del grupo experimental que se encontraban en estadio 2 de la clasificacion
de K/DOQUI/KDIGO™ antes de la intervencién, lograron aumentar su TFG a valores
normales, esto es consistente con lo encontrado en el trabajo de Bursell y cols. en el
que observaron una mejora significativa en TFG tras el tratamiento con vitamina E*, lo
gue sugiere que el tratamiento con estas vitaminas pudiera tener un efecto benéfico
para mejorar y retardar el progreso de la enfermedad renal asociada a la diabetes.
Como se describe anteriormente en nuestro trabajo aunque si se observo una mejora
en la funcién renal, no se observaron diferencias estadisticamente significativas, esto
podria estar influido por el tamafio de la muestra y por el tiempo de seguimiento ya que
como es sabido los cambios en la funcion renal requieren de un tiempo mas prolongado
para que sean perceptibles, por lo que en el futuro se deberan realizar trabajos con un

numero mayor de pacientes y con un periodo de seguimiento mas prolongado.
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Respuesta inflamatoria

Existe poca evidencia en cuanto al empleo de vitaminas para disminuir la respuesta
inflamatoria en enfermedades con un trasfondo inflamatorio crénico como la diabetes,
nuestro estudio es uno de los primeros estudios que evallan este aspecto.

En nuestro estudio se demostré que el empleo de vitaminas E, C y B6 disminuye en
forma muy significativa los valores de TNF alfa tras el tratamiento, lo que concuerda
con lo encontrado por Huang y cols en su estudio sobre el empleo de vitamina B6 en
artritis reumatoide en el que lograron una disminucién significativa de los marcadores
de respuesta inflamatoria TNF alfa e I1L6*°. Cabe mencionar que en el analisis de TNF
alfa el tiempo trascurrido entre la toma de la muestra y su analisis fue mayor a 6 meses
y al contrastar los resultados tan notorios que se observaron en esta variable al
observar una determinacion de 0 en todos los pacientes del grupo experimental tras el
tratamiento y, ya que no se conto con un grupo control, este resultado se debe

interpretar con mucha cautela.

Estrés oxidativo

En los resultados de este trabajo se observo un discreto aumento de los valores del
potencial antioxidante (PAO) con el uso de vitamina C, E y B6 no siendo significativo,
aunque se conocen los efectos de la vitamina E para prevenir la peroxidacion lipidica®,
asi como el papel de la vitamina C en la inhibicion de la formacion de radicales
super6xido®®, no se ha logrado demostrar en los estudios clinicos una disminucién en

47, 48

el estrés oxidativo con estas vitaminas , lo que concuerda con los resultados de

nuestro estudio.
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CONCLUSIONES

El uso de vitamina E, vitamina C y piridoxina asociadas a metformina en el paciente
diabético disminuyé en forma significativa las cifras de HbAl1c% en el grupo

experimental.

El uso de vitamina E, vitamina C y piridoxina asociadas a metformina en el paciente
diabético no tuvo ningun efecto en las variables de control metabdlico, funcion renal y

estrés oxidativo.

El uso de vitamina E, vitamina C y piridoxina asociadas a metformina en el paciente
diabético demostré disminuir en forma significativa las cifras de TNF alfa en el grupo

experimental.

Con este trabajo se puede concluir que el uso de vitamina E, vitamina C y piridoxina
asociadas a metformina en el paciente diabético disminuye en forma significativa la
HbAl1c% y el TNF alfa lo que sugiere que mejora el control glucémico y disminuye la
respuesta inflamatoria por lo que indirectamente podria retardar la aparicion de la
enfermedad renal asociada a la diabetes, sin embargo los resultados no son
concluyentes ya que las variables en las que se observd una diferencia

estadisticamente significativa no se pudieron analizar en el grupo control.
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SUGERENCIAS

1. Agregar al tratamiento establecido a los pacientes con diabetes tipo 2 las vitaminas

E, Cy piridoxina a las dosis utilizadas en este estudio.

2. Realizar un estudio a largo plazo para evaluar el efecto nefroprotector de éstos

antioxidantes.

LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Podemos mencionar como limitaciones, el tamafio pequefio de la muestra, el tipo de
muestreo, ya que se hizo por conveniencia y aunque se tuvo un grupo experimental y
un grupo control no se pudieron realizar todas las determinaciones en los estudios de
laboratorio programadas en el grupo control por falta de presupuesto. Otra limitacion
fue el desfase de tiempo que ocurrié al analizar las muestras para la determinacion de
TNF alfa.
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ANEXO 1

CONSENTIMIENTO INFORMADO

MORELIA, MICH. A de del

Por medio de la presente

yo acepto participar en
el proyecto de investigacion titulado EFECTO DE PIRIDOXINA, VITAMINA C, Y
VITAMINA E EN LOS MARCADORES DE LA RESPUESTA INFLAMATORIA,
ESTRES OXIDATIVO Y FUNCION RENAL EN EL PACIENTE DIABETICO TIPO 2
TRATADO CON METFORMINA

He sido informado de los riesgos derivados de los procedimientos de obtencién de
muestras de sangre, que conforman un estudio de investigacion clinica, el cual solo

puede realizarse con el consentimiento voluntario de los participantes en el mismo.

La diabetes mellitus es una enfermedad cronica que se presenta muy frecuentemente
en personas obesas y con antecedentes de algun familiar con ese padecimiento. Se
caracteriza por azucar alta en la sangre y si no se controla adecuadamente, después
de algunos afios aparecen complicaciones como ceguera y dafio a los rifiones, entre
otros problemas. Hasta la fecha no se tiene un tratamiento para curar esta enfermedad
y solo se trata de controlar el azucar en la sangre para disminuir el riesgo de las
complicaciones mencionadas. En el manejo del paciente diabético esta el hacer
estudios de sangre y orina para medir sustancias especiales y ver el grado de dafio que

se esta produciendo en el cuerpo.

El objetivo de este estudio es determinar si los medicamentos adyuvantes como la
piridoxina, la vitamina C y la vitamina E disminuye el dafio a nivel renal en el paciente

con diabetes tipo 2.

Se me ha explicado que el estudio se hara en personas con diabetes mellitus y que mi
participacion consistira en proporcionar datos sobre mi enfermedad y en una
exploracion fisica general para hacer una Historia clinica.

Permitiré que se me realicen estudios de laboratorio a través de una toma de 20 ml de
sangre venosa y una muestra de orina al inicio del estudio a los 3 y a los 6 meses, con

los resultados se vera el estado general de salud que tengo en ese momento.
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Los beneficios que puedo obtener al participar en esta investigacion serdn que a través
de estudios especiales de laboratorio se podra conocer la funcion de mis rifiones al
momento del inicio del estudio y si se frena este dafio con el adyuvante que me estan
proporcionando.

Se me informé que este proyecto se considera de riesgo menor minimo, que los
riesgos son principalmente por la extraccion de sangre como dolor en el sitio de
puncién venosa y/o hematomas (moretones). Se me ha hecho saber los posibles
efectos secundarios de la ingesta de metformina, la piridoxina, la vitamina C y la
vitamina E ademas del inconveniente de acudir a las 7:00 de la mafiana en ayuno para

mis analisis con ligeras incomodidades que esto me ocasione.

Mi nombre y datos personales de la investigacion seran confidenciales. Los resultados
de laboratorio se me comunicaran una vez obtenidos y podran ser compartidos con mi
medico tratante si asi lo autorizo.

La informacion cientifica derivada de los resultados obtenidos de este estudio puede

ser publicada, con la obligacién de mantener mi identificacion en secreto.

“La decision para participar en este estudio es absolutamente voluntaria, es decir, soy
libre de elegir si participo o no en el estudio. NO habra ningin menoscabo o perdida de

mis beneficios asistenciales en el IMSS si no decido participar”

“‘Antes de tomar mi decisidén, la persona a cargo de la investigacion me dara la
oportunidad de realizar cualquier pregunta que tenga respecto al estudio. NO firmare
este consentimiento a menos que reciba respuestas satisfactorias a mis inquietudes

respecto al proyecto”.

“El confirmar mi participacion voluntaria en este estudio, no me obliga a mantenerme en
él y en cualquier momento puedo revocar mi consentimiento y retirarme del mismo,
pero informare los motivos de mi decision al investigador titular del proyecto, quien me
dara indicaciones, asi como las medidas a seguir para mi seguridad y la recoleccion de

la informacioén pertinente”
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Al firmar este consentimiento estoy de acuerdo que:

1. Lei o me leyeron en su totalidad y me explicaron en mi idioma natal esta forma
de consentimiento informado en que se describe el proyecto se investigacion a
realizar.

2. Tuve la oportunidad de preguntar al investigador y sus ayudantes todas las
dudas relacionadas con el estudio y que he recibido respuestas que considero
satisfactorias a mis dudas y cuestionamientos.

Tengo en mi poder una copia firmada de este consentimiento.
No estoy participando en este momento en ningdn otro proyecto de
investigacion.

5. Entiendo perfectamente los objetivos del estudio, los procedimientos Yy
maniobras a que seré sometido asi como los riesgos y beneficios, por tal motivo
doy libremente mi consentimiento para participar en el proyecto que se contiene
en esta forma bajo las condiciones que se indican.

6. Entiendo que puedo rehusarme a continuar en el estudio o retirarme de la

investigacion en cualquier momento, sin detrimento de mi seguridad clinica.

Nombre y firma del paciente.

Investigador

Responsable:

7

Numeros telefénicos al cual puede comunicarse en caso de emergencia, dudas 06

preguntas relacionadas con el estudio:

Testigo Testigo
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ANEXO 2

EFECTO DE PIRIDOXINA, VITAMINA C, Y VITAMINA E EN LOS MARCADORES DE
LA RESPUESTA INFLAMATORIA, ESTRES OXIDATIVO Y FUNCION RENAL EN EL
PACIENTE CON DIABETICO TIPO 2 TRATADO CON METFORMINA

FORMATO DE REPORTE DE CASO
IDENTIFICACION

CODIGO DEL PACIENTE:

INICIALES DEL PACIENTE:

NO. DE SEGURIDAD SOCIAL:

UMF NO. 80 CONSULTORIO: TURNO:

EDAD: GENERO:

FECHA DE DIAGNOSTICO DE DIABETES TIPO 2:

TIEMPO DE EVOLUCION DE DIABETES TIPO 2:

FECHA DE INGRESO AL ESTUDIO:

GLUCOSA BASAL EN AYUNO:

TRATAMIENTO ACTUAL:

INVESTIGADOR RESPONSABLE:

INVESTIGADOR ASOCIADO:
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ANEXO 3 HISTORIA CLINICA

1. Ficha de Identificacion

Nombre Edad Sexo

Nacionalidad Edo. Civil Ocupacién

Lugar de origen Lugar de residencia

Domicilio Religién Escolaridad
No. De seguro social Consultorio Turno

Tel. domiciliario Tel Cel Tel Familiar

2. Antecedentes Heredofamiliares

Diabetes Mellitus
Tuberculosis
Cancer
Cardiopatias
Hepatopatias
Nefropatias

Enf. Endocrinas
Enf. Mentales

Enf. Hematolégicas
Epilepsia

Asma

Sifilis

NOTA: Investigar etiologia y edades de morbimortalidad en abuelos, padres, hijos, conyugues y hermanos.

3. Antecedentes personales patoldgicos

Enf. Infecciosas de la infancia

Tb, Enf venéreas, fiebre tifoidea, salmonelosis, neumonias,
Paludismo, parasitosis, enf. Alérgicas, pad. Articulares.
Intervenciones quirdrgicas

Hospitalizaciones

Traumatismos

Intolerancia a medicamentos, alergias

Transfusiones

4. Antecedentes personales no patoldgicos

Habitos personales: Bafio defecaciéon Lav. Dientes

Habitacidn (cuartos, piso, techo, ventanas, servicios):

Tabaquismo (cig/dia/afios/)

Alcoholismo (beb/frec)

Toxicomanias (esp/dia/afios)
Deportes (act fisica tipo/frec)

Aliment. (f/tipo) res pollo

fruta

Inmunizaciones

Trabajo dias/sem

Pasatiempos
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5. Antecedentes ginecoobstétricos

Menarca Desarrollo sexual Ritmo menstrual (f/d/c)
Partos Cesareas Abortos FUP FUC Parejas
FUM FPR Vida sexual FPP

Método anticonceptivo

6. Interrogatorio por aparatos y sistemas

Aparato digestivo: Halitosis, boca seca, odinofagia,
disfagia, pirosis, nauseas, vomito, hematemesis, dolor
abdominal, meteorismo, flatulencias, constipacién,
diarrea, rectorragia, melena, pujo, tenesmo, ictericia,
coluria, acolia, prurito cutdneo.

Aparato cardiovascular: Disnea, tos, hemoptisis,
dolor precordial, palpitaciones, cianosis, edema,
acufenos fosfenos, sincope, lipotimia, cefalea.

Aparato respiratorio: Tos, disnea, dolor torécico,
hemoptisis, cianosis, vomica, alteraciones de la voz.

Aparato urinario: Alteraciones de la
miccién(poliuria, anuria, polaquiuria, oliguria, nicturia,
disuria, tenesmo vesical, urgencia, chorro, enuresis,
incontinencia, dolor lumbar, edema, hipertension
arterial, anemia.

Aparato genital: Criptorquidia, fimosis, funcion
sexual, sangrado genital, flujo o leucorrea, dolor
ginecoldgico, prurito vulvar.

Aparato hematolégico: Anemia, palidez, astenia,
adinamia, hemorragias, adenopatias, esplenomegalia,
petequias, hematomas.

Sistema endocrino: Bocio, letargo, bradipsiquia,
bradilalia, intolerancia al calor o al frio, nerviosismo,
hiperquinesis, caracteres sexuales, galactorrea,
amenorrea, ginecomastia, obesidad, ruborizacion.

Sistema osteomuscular: Ganglios, xeroftalmia,
xerostomia, fotosensibilidad, artralgias, mialgias,
Raynaud.

Sistema nervioso: Cefalea, sincope, convulsiones,
déficit transitorio, vértigo, confusion, obnubilacidn,
vigilia/suefio, paralisis, marcha, equilibrio,
sensibilidad.

Sistema sensorial: Visién, agudeza, diplopia,
fosfenos, dolor ocular, fotofobia, xeroftalmia,
amaurosis, otalgia, otorrea, hipoacusia, tinitus,
olfaccion, epistaxis, secrecién, fonacion.

Psicosomatico: Personalidad, ansiedad, depresién,
afectividad, emotividad, amnesia, voluntad,
pensamiento, atencion, ideacion sucida, delirios.
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7. Exploracion fisica

1. Somatometria y signos vitales:

Peso:

Talla:
IMC:
Masa grasa %:

Masa grasa kg:
Agua total:

2. Exploracion general:

FC:
PAS:
PAD:
FR:
Temp:

3. Exploracion regional (inspeccion, palpacion, percusion, auscultacion):

Cabeza

Cuello

Toérax
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Abdomen

Extremidades

Genitales

Otros

4. Examenes de laboratorio (anexados al final)

5. Estudios de gabinete (anexados al final)

Comentario

Diagnastico

Prondstico

Tratamiento

Elabor6 (nombre y firma)
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