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SUPERIORES "ZARAGOZA" 
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DIRECCIÓN 

JEFE DE LA UNIDAD DE ADMINISTRACIÓN 
ESCOLAR 
PRESENTE. 

Comunico a tiSletl que el alunmo ALVARADO RÍOS JOSE ANTONIC 
con nlirliGrO de cuenta 30407799-1 1e I;J carrera de Q. F. B. 
se: le tta fiJado el rila -º1._ del mes d8 Marzo de 2016 a as 09:00 rtrs . 
p::¡ra pre""'rJta:- c:•!-lmcn profesional, eme tendrd lugar en !a sala de ex.qmenes 
proff~strJnales Campus 11 de r>sta F..JCIJitétCI, con el :::i~Juiente Jl tracJo 

PRESIDENTE 

VOCAL' [tR E:UlltiéS O A2 Dl/1-

SECRETARIO O F i3 TtHt:SA l3ENiTt:: [SCt..MLLL.. 

SIJPL!::NTE O F 8 JOSE OSCAR GCUV.lEZ 11úHEt 10 

SUPLc\JTE 

E! tí'tJ r rlc 1~ tests r¡11H c:.r-> presenta es Desarrollo y validactón de un 
inmunoensayo cnzimático pilra la cuantificación de insulina humana 

0[Jt:tün eJe tiruie:ció'7 Tesis Experime11tal 

• 1.tCE ·.• r •r. o· tL:::· 
N: :~t.r.. 

.. , 
1 • 

.1 ,. 

"t. 
.-, J.tl\""'"k h '· 1A , -L•L 
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El presente trabajo fue realizado en el Laboratorio de Hormonas 

Proteicas del Departamento de Biologia de la Reproducción del 

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición "Salvador lub1rán" 

(INCMNSZ), bajo la drrección del Dr. Eulises Diaz Oíaz y la asesoría de 

la Q.F.B. Teresa Benitez Escnmilla. 
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FACULTAD DE ESTUDIOS 
SUPERIORES 'ZARAGOZA" 

DIRECCIÓN 

JEFE DE LA UNIDAD DE ADMINISTRACIÓN 

ESCOLAR 
PRCSENTE . 

Comunico a usleu que el alumno AURIOSTIGUE BAUTISTA JUAN CARLOS 
con numero de ~uenta 40700981-7 d1 la carrera de Q. F. B. 
se lo ha ftiado el dla .QL del mf>S de Junio <le 20111 a las 13:00 hrs. 
pnra presentar examen nrofesional. que tendrá lug;u en la sala de exámenes 
profesionales Campus 11 da esta Facultad. con el siguiente jurado: 

PRESIDENTE OR RUbBl MARROOU N SEGURA 

VOCAL• Ort EUUSES DiAl OIAZ 

SECRETARIO Q F.B GEORG! NA. ERI~í:STINA RiOS Cl!\'ERA 

SUPLENTE ORA I'V\GIJEL R::TAUA Ut1/\LOC 

SUPLENTE MTRA. YOlANDA FLORES CABRERA 

El titulo de la tesis que se presenta es Desarrollo y validación 
de un inmunoensayo enzimático para la cuantificación de productos finales 
de gllcaclón avanzada. 

Opc1ón de MulaCJÓTl: Tesis Experimental. 

Cl'IClll" CE: EJU.fJtloES ;~':l~"'ICI;~¡ ES 
Vf.fC!l.a.:!O 
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DESARROLLO Y VAUOAC ION DE UN INMUNOENSAYO ENZIMA TIC O PARA LA 
CUANTIFICACION DE PRODUCTOS FINALES DE GLICACION AVANZADA 

El presente trabajo fue realizado en el L8bomtorio de Hormonas 
Proteicas del Departamento de Biología de la Reproducción del 
Instituto Nacional de Ciencias Médicns y Nutrición "Salvador Zubirán", 
bajo la direcc1on del Dr Eullses Diaz Dinz y la asesorín de la Q.F.B. 
Georgma Ernes ina Ríos Olivera. El trabajo fue financiado a través del 
Fondo Sectorial de Investigación en Salud y Seguridad Soc1al 
SSNIMSS/ISSSTE-CONACYT mediante el proyecto SALUD-2011-01-
161976 que lleva por titulo ·'Desarrollo y validac1on de un 
inmunoensayo para la cuantificación de productos finnles de 
ghcosilac1ón éWanzada: evaluación de su valor diagnóstico para 
predec1r las complicaciones crónicas ele la Diabetes Mcllitus". 
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Casa abierta al tiempo 
UNIVERSIDAD AUTÓNOMA 

METROPOLITANA 

DIVISION DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD 
DOCTORADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD 

Evaluación de la capacidad de la medición de los productos finales de glicación 

avanzada como marcador del deterioro del control glucémico a largo plazo y de 

la presencia de enfermedad renal crónica en el paciente diabético. 

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE 

DOCTORA EN CIENCIAS BIOLÓGICAS Y DE LA SALUD 

PRESENTA 

M. en C. ITZEL URIBE JIMÉNEZ 

DIRECTORES DE TESIS 

Dra. Julia Pérez Ramos. 

Dr. Eulises Diaz Diaz. 

ASESOR 

Dr. Jorge Salmerón Castro. 

México D.F, 6 Julio, 2016 
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Casa abierta ;,1 tiempo 

UNIVERSIDAD AUTÓNOMA METROPOLITANA · 

DC8.084.12 

Uribe Jiménoz ltzel 
Presente 

México, D. F. a 14 de junio de 2012. 

La Comisrón del Docloraclo en Ciencias 81ológicé1s le infmma que HA SIDO ACEP 1 ADA 

SU SOLICITUD de ingreso a este posgrado. 

Se solícita que amplie sus conocimientos en esléKiisttca y enfocarse en los objetivos de su 

proyecto. 

Se le recuerda que es indispensable que oblonga usted el grado en un máximo de 

tres años que es el tiempo normal que marca el plan de estudios. 

Es important~ que a la brevedacJ se ponga en contacto con esta coord1nac1ón para 

continuar con los trám1tes de su 1ngreso. Le damos la más corclial bienvcnicf<l. 

Atentamente 
"Casa Abierta al Tiempo" 
Comision Académica 

Dra. Reyna Fierro Pastrana 

\ 
Dr. Manuel Arnoldo Castillo Rivera 

Dra. Elizabcth Hornándcz Pérez 

Dr. Daniel Mota Rojas 

DOCTORADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD 
UNIDAD CUAJIMALPA UNIDAD IZTAPALJ\PA UNIDAD XOCHIMILCO 
Cal An llc:•os 1:40. CQI H1da go 
Or-lg Alvaro Ob•egcm, C P 011 ?O 

fw San Ra'ael Atnxco N:> 186 Co Vir.en•1na 
tz:opaOJ~a C P 09340 MC:\ICO O f 
Tel 58 ,4-":911 

Colz del t tuc.so 100;) Col V11la Qu,etud 
1\.1" 23·181 Co~oa.cdn ~960 Mexlco 
1 el 5483-75.04 
Cmr.;:o uoctott•@.:o:lav xoc van1 mx 



Casa abierta al tiempo 

UNIVERSIDAD AUTÓNOMA METROPOLITANA 

Dra. Ma. De Jos Dolores Reyes Duarte 

Dr. Ernésto Rivera Becerril 

1 

Ccp. (codtrectora). Dra. Pérez Ramos Julia 
(codtrector). Dr. Diaz Diaz Eulises 

Dr. Pablo Corcuera Martíncz del Río 

¡t 1 ¡/? (/ ,. 
L..U a e cA'&tt. ( '-.,.,.. r l P .-R...Q ~ 

Dr. Cuahtémoc Pérez González 

DOCTORADO EN CIENCIAS BIOLÓGICAS Y DE LA SALUD 
UNIDAD CUAJIMALPA UNIDAD IZTAPALAPA UNIDAD XOCHIMILCO 
C::1lle Aniríetos #JO Col Hu:Jai·JO 
Oetg Alvaro Obregon C P O i 120 

Av. S:;~n Rarae A'h co t·JO 1 DF, Col V1~13ntma 
1.:111p -~lapa C P 093·10, Móxtco, O t 

Cal.l. de Hueso 000 Cul V tOla úu1eh.ld 
A P 23-181, Coyoacan, C. -rl50, Méx:co 
TE:I 5483-7!i·C" T~ 580•1-<1911 
CorrE::o dociocb@cc·rF-o xoc uam m~ 
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UNIVERSIDAD NACIONAL AUTÓNOMA DE MÉXICO 

Maestría y Doctorado en Ciencias Bioquímicas 

" Evaluación del valor diagnóstico de la medición de los productos finales 
de glucosilación avanzada (AGEs) y sus productos de degradación, para 

predecir tempranamente el daño de la función renal en el paciente 
diabético." 

TESIS 

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE: 
Maestro en Cienc1as 

PRESENTA 
José Antonro Alvarado R1os 

TUTOR PRINCIPAL 

Dr Armando Roberto Tovar Palac1o. 
Instituto Nacional de Ciencias MédiCJS y Nutrición Scllvador Zubiran. 

MIEMBROS DEL COMITÉ TUTOR 

Dr Eulises Diaz Díaz. 
Instituto Nacional de C1encias Med1cas y Nutrición Salvador Zubiran. 

Dr. Marco Antonio Cerbón Cervantes. 
Facultad de Química. 

Ciudad de México. 8 de Junio, 2016 
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CPM DCBQ/06~~/20 1 .l 

ALVARADO RIOS JOSE ANTONIO 

Presente 

Por medio de la presente me es grato informarle que ha s.Jo ACEPTADO ¡ , la !>1ae!lt(a 
clel Posgrado en Cienc1as Bioquímicas de la U111vcrstdild NaCior <ll 1\IJlonorn,; de t·léx1co. 

De acuerdo al plan de estudios, la MM!"stríél en C1er nas B1oquirnicas ttene una duración 
de cuatro semestre5 y se cursn et t1,_.n po cornpiPto. [1 Comité Acadámtco resolviÓ c¡uc 
ustt::C1 pueda in9resar en el seme:slre 2015/l (Ciqosto de 2014), o si asi convtene a su:; 
tnterPses d1fenr s.J mwcso al semesue 201~/2 (enero de 2015). 

El Progruma oe iV1aestrm y 0c)ctoréh1o en Clenc li'lS Bioquírnlc<Js (PMDCI1q) est¡j lnscri•o 
en e:l Padrón Nac1onal de Posgrctdos tle Calidad del CONJ\CyT y cuent:iJ rtctualmente con 
el n1vel lntcrnac1onal, por 10 que lodos sus esludiantes tienen clen:.cho ñ beca en caso 
de cumpltr con los requtsitos estvl)lecidos en el renlamento ele becar, de CONACyT. Por 
lo n11smo es unporLanle que en C(l~.o de que Ud. rtcilJa unn remunerélción diferente a la 
beca lo informe a la Coordinación df-1 Programa para determmar SI no se 1nfrmgt: !a 

normat1v1dad 'li9Cnte. 

A nornbre del Com•lé Acaclémíco del Pt·1DCBq qt11e1 o hacerle llegar ll!lil feliCitación Por· 
su Ingreso al Posgrm1o que s1rva (1[ mts111o tlt~lnpo de estimulo parl:t qw" lo concluya 
exitosamente y en h>s tiempos q 1e narca el plnn de estudios. 

Sm otm particular, r~provtcllo lo ocasíór' par., env1é11 te un cordial S<'lllJdo. 

At e ntam e nte 
" POR MI RAZA HABLARA El ESPIRITU" 

Ciudad Umvcrsitaria, DF, a 1 6 de Junio de 2014 

COORDINADOR DEL PROGRAMA 

DR. ROB~RTO CORIA ORTEGA 
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PARTICIPACIÓN EN CONGRESOS CIENTÍFICOS 
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:\lesa Dir::r.:<:v:; 
2t;l2-2013 

Dr ~n ·.a.!ar Z.11btrin An~t nc:.!o"'" 
Fu.nddc. 

Dr J Jor:;: F r.n ~::a C.unpos 
P::s . . r:~¡;: 

Dr. FrJ!!d• ... o Ja· i:!; 

\'e. u..¡ u e Ch i 'e""' 

.'::e:.::<:t.l:'v 

D· J S". \r--.;;o [)(;¡ mi.!d::z 
Go;n;:· U .. r~c; 

Dr .. \.:"::do Ul'o l \g.mre 
Vic~~n:s:t!:r. e:-

o~. Ra~M: CaTFI:!.:li\0 Roérf~uez. 
S·:!::secr.:·.¡r'o 

• .. Ja~~ R bc·r• • l~l)m::;:. Cru' 
S he•nr.:l"'l 

SOCIEDf\D tvlEXJC'i\.Nf\ DE 

r'J.J.,.,...I,.., ¡- pr"' - ..... .-.~,.... • JI 1 1 l ..-¡ :...¡ - '"' ·- 1 1 l .• .._. ... ...., .. -A. '- _.. ......, • • ... .., 

ü · Fu 1·, -. ~ ~=-- n ,--:1 7 o,, ::1 7 ; , . _ u ..... ..._, ~ e _ e;._ 

.o .... ]' ¡~ n l"'O<":' o nt.~ CJ' 'J'n on (;r¡•• ·' :::J/ (' oj ·( •·:J '') ~ i t":' ~¡'u]" ,., .. r"" r"t]JJ-.........)wJJ~J' JC v.:...J.¡_. )_, ... J: . .:.t: ... ._, _. tw:,':(..• .... 

"""'"'r:-oDol 0,...1-~ Pi:'?...,.o · j;H\'t"'V·1 v ,¡ 'l"L ·~¡,..." -. ~ Mf1 J'tJ~ J . - ,_, }1 rl.C.:: J~ ~.-'-1 1 -"'\ , "w.i'·l • J ll .... •r-1 , ·,¡.,¡-¡,., 

LJ.-1 CUANTJFlCA CJÓN nr- PRODUCTOS :·Jllr-l-ES 0 .... 
V . 

SUBPRODUCTOS DE DEGRJ~\ DA GJÓN. ,. 

Dr.rrante el Ll ll Me.gno Co:1g! es0 1 ntsrn=tc-ic,na! d~? c~t:: 

Sociecl8cl, llevaclo 2 cabo ele! ·¡ 2 al ·¡s ele r'1oviarnbre r..n ia 
Ciuclad clf.: Cancll-\ QuintGtna Roo. 

i loviembre 2013 . 

Or. J . Jom;~ Esoi'iOZ? Ca"'nnos " . 
Pfesiden~e 

1 . 

Dr. Fr2.ncisco .J. Velázquez Chávez O,. Jo-e .~r.uro E rn úclez 
Secietano Tcsnr ."O 

n:11o ;-:o. 2- Col r· Rr·~d 11 .. Dclt::g·!c•nn Coy1l.u.:.m C.P 0-k~ 30 M~ 'o en, T 1 t 
1 1 .r;: "! 1r. ~') j t. , .; 'l 'l.í. l) o .,.., ü "'l~t •• (ll W"'l e ":~V\V f'nll. ,,.,.,.,111( 1'1 01' lll, 



i\Lc.:~.l IJirr..·tti\J 
20l2 - .!0 1 l 

r 'r \ ·h: • .!tJf /.ubir .. "l \n .. ltnud ... ·J 
hmda~lur 

1 lr 1 lurgt" r-,pmo:.¡ r .,un¡JO·· 
f'n:,idcntc 

Dr. l·r.Hh .. l\<t• IJ1 tu 
\d:I.<!IIC1 r h,1\C1 

Scuclarto 

Dr. Jo·,, :\nur•l Bnrnudc:'f 
( ;~~m~1 ll.mu' 
Ihor~ro 

Dr. . \llr~dn tlllo:J A~11 'Tt" 

Viccpn:~i,kutc ~ 

Or. H.1r.1d 1 :ampul.lllll Rodnguu 
.Suh~cnctari• J 

l }r l•)~~ Robe no Gt',nu;¿ l rut. 
Subtc~urnu 

1 
SOCIEDAD MEXlCi\NA DE 

NUTIUCJÓN Y ENDOCRIN()LOGÍA, A.C. 1 
1 

Durante la celebración del Llll Congreso Internacional de la Soc1edad 
Mexicana de Nutrición y Endocrinología. que se llevo a cabo en 1 
Cancún , Quintana Roo del 12 al 15 de noviembre del año en curso. 
tuvimos 146 trabajos libres de las diferentes áreas de la 1 
Endocrinología. que se presentaron en la modalidad de CARTELES. 

Como se menciono en la convocatoria enviada previamente se 1 
elegirían los mejores Carteles por área, a los cuales se les otorgaria 
como PREMIO lo siguiente: 

1 er. Lugar BECA al Congreso 961
h Endocrine Sociely que se llevará a 1 

cabo en la Ciudad de Chicago del 21 al 24 de junio de 2014. Los 
trabajos premiados en primer lugar tendrán que presentarlo en extenso 1 
ante la Comisíon de Divulgación C1entífica de la SMNE para su 
publicación en la Revista de Nutnción y Endocrinologia. Este último 1 
requisito es obligatorio para poder ser merecedor a esta beca. 

2do. Lugar BECA al LIV Congreso de la Sociedad Mexicana de 1 
Nutrición y Endocnnología a celebrarse del 3 al 6 de diciembre en 
Mérida, Yucatan 

En ambos casos la beca incluye cuota de inscnpción. transportación y 1 
hospedaje al Congreso a celebrarse en 2014. 

1 Los ganadores por área son: 

DIABETES MELLI TUS 1 
1 ° METODOLOGfA PREPARATIVA Y ANAlÍTICA PARA LA CUANTIFICACIÓN DE PRODUCTOS FINALES 
DE GUCOSILACIÓN AVANZADAS Y SUS SUBPRODUCTOS DE DEGRADACIÓN. 

Eulises Díaz Díaz 1 
2° 001.- DIABETES, OBESIDAD, HIPERTENSIÓN Y ENFERMEDAD CAROTÍDEA ATEROSCLEROSA EN 
SUJETOS SIN HISTORIA DE INFARTO CEREBRAL O ISQUEMIA CEREBRAl TRANSITORIA 

Erwin Chiquete 1 
2° 021.- ANALISIS DE LOS FACfORES DE RIESGO PREDICTORES DE LA PROGRESIÓN A DIABETES 
ME1LITUS TIPO 2 EN POBLACIÓN CON PREDIABmS DEL OCCIDENTE DE MÉXICO, COHORTE 
PROSPECTIVA. 1 

Miguel Angel Polanco Preza 
2° 026.- CONTRIBUCIÓN DE LA VARIANTE rs9282541 DE ABCAl AL RIESGO DE DIABETES TIPO 2 EN 
POBLACIÓN INDfGENA MAYA DE lA PENINSULA DE YUCATAN. 1 

ntull Nn. 27 Cd. Ll l{oo;cd.al • llckgat:h.h 1.. ·ll)I.M\:,IIl (.. P IJ !.i31J f\h~-.;r._,) ll 1 
lo.:l :;,3~!!-:!2ln • 5.Bü-'Jr)72 • .:;_ur~-~.l\2 . •.\\\W.•.:mkl(nll<>l•lgi:l.lwg.tH\ 

1 
1 



- ------

Otorga la Presente 

Eulises Díaz Díaz 
a: Mario Cárdenas León, lt7.el Uribe Jimenez, Jose Antonio Al varado Ríos, 

Judn Carlos Auriostigue Bautista, Jose Ricardo Corr"ea-Rotter, Carlos ;\lbcno Aguilar Salinas, Fernando Lanecl 

Por lo ptesentocion del TRABAJO LIBRE titulado: 

''Oesanol/o y Validación de lnmunoensayos Empleados pata/o Cuontificación de Productos Finales de Glicación Avanzada." 

01. Cw /oc; 1-/idolgo \lolod!lz Dro. "v1o. Eu!Jenic.¡ Gen ay Sevillo 

• . '\ 
'lnu11l 
..... ¡ 11 :a i 
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CO~(atFSO t'\ACIO\AL i>E ENDOCRil\OLOGTA PEDIATRICA 

E~DOPF.D 201-~ 

La llab:ma, Cuila 19-2.1 de noYicmhre del ZO 14 

PARTICIPA~TE :b[ (?~,[,he!> A;A~!L.A:...=Z:.___:__. ___ _ 
f'!l~odcb3:c. prero-rJt,"e '1 UVic.-\:~ t~ pa«& 4! \ d~r"t·o lb cb 
·,i\~YWI\tiL!05A3¡,.s emp\ea..Óo... tM !o.. (,IJl"~i\h f.:c.o.c~ón de 1 

TE:\ I. \: ·t:"t f\;J(Cf ¿ Q\CL\1'\Cl'\ t\\lt\í\'ZtlJ~_j l\G E'--=.!._):___ ________ _ 

EN CALID_\D OE: 

l'Ul'd ERC'\C JSTA o 
PRESTIJE1\TE DE SL"lC lN C 
CO:viUNICAC U"' l IBRE 0 

"''l'l'llllri:t ( omil~' Or:,!:trtr'l:ulcu· 

C'tiRSO PRE CON<3RC\O ~. 

Sl.\lPOSfO ~ 
fl(.JSTER 0 

DELEGADO~ 

( 1 (¡¡ fl!..t__j_ -
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CO.\GRESO NACIO~AL ÜE E.NDOCRf[\OLOGL\ PEDJ.\TRIC.\ 

E~DOPF.D 2014 
1 

La llah:m;1, C uba 1 'J-2 i de nu\'iemhre del 2014 

. . -~ 
PARTrCIPANTE: A é?YL;S/.5 ~~z z;;;, z 

0~'3/h:J D ..Y 5t.l A~?C/~1 C11JN Cl:lM ("L;~?LJ/Jc~dTé25 .LJc'L 

5)Áfp1?o1!..f'¿ /!A_c7And.-c'O éAI UNA l-1t/éSíRA D¿: ¡,;ipos 
TEl\lA: Oé c.!:'J(~J¿L,¡j.,S I)LÍRL ),c'•A S V/Zf3;INIJS n.Ft. ¿;_ST.A.Dé. 17E- 11.-i~:.Ctc'O 

El" CALID.\D DE: 

CONFER 1· NCISTA o 
PRESlDE~TE Df ~[<;IÓN n 
CUi\ll NIC:\CI(Y\ UlH~E ~ 

GA? 70lt:C:5 : 

t.:URSO l'RE C0:'\<..1R F SO 0 
S 1M POS 1 U ::=J 

Pc)STER 0 
DELI-.:G \DO C8J 

. :!J/2. /lBf'tJ.J ~j)¿J J}¿.~,¡_ JI Gí<'li-L 

~~z 0i c¿.tJS G).¡¿/11./Jt: GoÑ¿-z 
-.D/zA. L1L1ANA cA.//:JÍCéz /.4//;er,ÍvEz 
_})¡z, /í:?At-K!/~·<} CvR.;c;tJ:~ G,~~z /fb.o,zt~u.rz 
JJ;z. /J#JtZco /-/J.!Tt) ,v/o //Í/IL/1 /l/Zc:o.~ 

"N-rclar1a C.onutt Or!,!:lllil:tdor . 
Di~·t;llu~·u '\u.JlJ.3.jL 

Dr. Fr:mdsco Carvnjat 
~ {ilrhnl'l 



1 

1 
1 \ 1e\.t Dan:C.II\ .1 

201 3 ~111 1 

r llnrl.ldlll 

l l . \1 t " l l 1, \ n r 

1 )f 1~ ! .. ( . 111p u " 1\ • 11 •m: 
.'(. f('t.ll'JI) 

1 1 l 111 1 

SOCIED/\D l'viEXIC'A?\IA DE 

NUTRJCIÓN Y FNI)OCRINOLOGÍA~ A.C. 

Otorga la presente 

A: Eulices Díaz Díaz 
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Productos Finales de Glicación Avanzada derivados 
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rasa de filtrado glomcrular duranie la Diabetes 
Mellitus." 
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Diciembre, 2014. 

1 

Dr. Alfredo U !lo~ Aglllrre 
Prestd~"~ntc 

) 
/ 

Dr Rafael Ca1np•t7ano Rodr,gucL 
Socretano 

_ _.. 

Dr Jasó Ro!)eí1o Gorrc7 Cruz. 
Tosormo 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

( 1(11,, i"o 1~ ( ol. [ 1 Uu~cd,1l • ll~kt;.H.Wn { ll\(l,lC m 1 .1~ !11) )0 \[, ~~~~~. 1 l, l. 
Id.) 1 \r. :_¿¡,,. 'l.l ,(, •)()-.!. ""''' 111S •• \\\\\\.l.lllltl tiiiHII••gi.l Lllllllll\. 



1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 , , 

ARTICULOS CIENTIFICOS 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 



1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

ResearchGate 

Sec dt!.cusston~. stilts. and aul ht~r proíiles ior thts pubticatton .lt.lll 

Modulation of Oxidative Stress in Fatty Liver of 
Rat with Metabolic Syndrome by Hibiscus 
Sabdariffa 

Articlc lmrnunology Endocrine? & Metabotic Agen ts- Medicin;:¡l Ch(~tnist ry (Formerty Currcnt Medicinal Chenmtry -
lmmunology Enclonlne F.: ~1<~tilbollc Agenls) · D~cembet 2013 

1 

7 authors. mcluding. 

lnstmrto ~J actan al de Cardiologi<l 

G9 PURI rATIDN' 319 CITATIONS 

::,([Pi u L[ 

'' hit arP J;nkl ti l o ptit;»•Jta:tons crt RE:'ieartt\Gcttt:, 

READS 

17 

nt, '" 1 1 • e 1 z 

Untvt>rstdad Nacional Aulonoma de México 

11\ PllhliC 1\TIOHS 196 CITf•TION~ 

~í[. •'llQflll 

Ava lablf' hon·: lt<ltooto 11oat-<:mr 

ll<•triev"<i M 2.9/.orh !01• 



Sc·ud Ot·tlal u./ Rcpl'inrs 111 rt'jlfillt.\W1Jc'llthum~cit.•nn•.lll!l 
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lmmrw .. T:ml11c. J. lft•flth. lgt•nt• 111 1/l't/. Clrem., 21) 1 ~. J J. 1)0-UII 

1\tletabolic 1 ~lodulation of Oxidative Stress 
Syndron1c by Hibiscus Sabdariffa 

. 
JU Fatty L iver of Rat with 

1 
1 1 ' ' ~ Lúñiga-Muñl)Z AM , Guamcr V . Diaz-Cntz 1\-. Diaz-Diaz E·'. Nava-Cucllar c-. I3dtrún-Rodngu~/ 
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1
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,\'uu111wl dt! Cardtulogitt "lgnacw Ch i~t.:". Juan lJudit/1/11 No 1 Seu·i,jll XI 'J. llu!p.m. Alhwc• Dr C /' /.liJt'ifl 1 
'nepartmuu o/ ·fmmal Nutriltrlfl und !Jwcht•titi.~IT1'. p,,,¡tftatl ,ft• .ltcdic11w l'ettTmlll'ltl , /.m ft'ullot. t \. :.\/ C111tfad 
(

11lii'CIIIflll'ltt, Mhu·o DP C P I)J5 /0 

1 JDt'parrnu•ut o/ Nt•prt>clucrum llio!ogy, lnstillllll t\ado!lal de Cwuo"l<IS \h;dtC<IS)' Vutncuiu "St~lnulor 7.uhtrun .. 1 ti.\'Lu 

ele (!uirogu 15, Sct'l 1oin .\17 lla/prm, ~lé.nt o UF C 1' J.!tiOfJ 
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.\h.;t n tct: Mct:tboltc symhlllllt:> ¡,\1'-'t t~ assoctalcJ "' 'lll oxttbllvc \lrcss, both al ':uh ami advam:cd >la!!l.:' ni thc ds-t:il~l· 

'>tudn:s hu\·~ cnnlírmctlthl' tlll¡l(lrl;mi mi.:: oi ntcdu:uwl pl.ml' 01 tlHltr .1~11\o.: Ct'IIIJ'UllCt!N m thc prcvctttll'"· trcJttllcllt .mJ 
lt~\~cring nf rt~~ t ICh•rs 111 MS. t1thcrs .wthnrsiHI\ e ()hs.:r\·1.'<1 that pulypbcthll., 'rom /1./tunl.\ .\tlbdcmffa L ( llSLt cal) cc~ 
tltcrc;~sc Lell ,¡,,r .1111 ioxtd:tnl capactl\ \\e qudi~·J rat group:-.. Contmltl '). Cnntrul plu~ 10 g J~<'f l11c1 'ol'liSL c.:al) le~ snt'tl 
"l<ll1 (( JI<.;[. l''ul. ll) Q" \ucn"e-fed ¡f\ISJ 10 tllctr l1111 lmg \\:tlcr ¡md Jo '• Sm;n,~c fl:J plu5 IISL c01l~cc~ tnhtstuu 
tro.fS+IISli atthc C\lflCC'11 all(lU PI .,_5, 5 ano JO g p.:rhll'T n\1: aJ¡nmtstr:l1mn nf ll'il ltlhi'IOII I\lllll: )\¡..: rat' J11Cil'Ol'Cd 

lltl' com:clllmttull ,f :111hnxttlant c~¡M~ 11v. ~atal:1sc, .;upcro:-.tde Ji,mutl!SC ar1J pcw:~.rJa,c\ <~t:ll\ ttv <'O.I)' OlL' 111 a J<p<!Hdcnr 

\1 t~y, \\ 1llc thc acltnty or glutatJu,mc pcro;{tJa~c dccrcascu m tite lt1 cr lnJu.:cs of hpttlpcnntdatwn and pflltcm carhnnv 

latHltl J .. -.;rcascd 111 tite livcr .tud sjstoltc hloud prcssure. boJ::. IH'i:;ht. mtr.1 abJvmlllal fat ttud sc1um !e veis ut' gl~···ation. 

Lngl~··cnd<.">. 111\Ultn I:Ud lll )1\lr\ mdcx al~< dccrcas.:d. ' ( ltcse rcsult~ suggcst th<H thl! trcit1111ent \1 tth 1 JSL infustoll m.l~ 
tl.:~.rca":- uxid.:ti\c 'trc~s 111 1\J<; hvcr nm! thal 11 ,·l•ttl&l u~: n:g<~rdcd ns an altcmnltW trcauncnt t~~r ;-..1s 

Kc~"onh: t\tllm:mlant capactl\. <JIItioxtJant-; enr.mc~. carhonylnllon ur thc proh:ins, I'RAP. 1-l!htscus sahdanffa 1, IIOf\!A 1 
tndcx. lll'ttltn r~si<;lam:c. ltptd pcmxu.lutiun. mctabul1c S) udromc, twu ah.:ohuhc falty ¡,,·cr. IHltH:~tclllicw fat ly .K id .... u:\tdattvc 
o;;¡rco;s. polyphcnnls. reactive oxygcn spcctcs. supcroxiuc amon. 

1.'\ TROOL C 1'10'\ 

\1S 111:1)' be.;• dcfilll'd bv lito: assouaiiOII uf al Jcm;l Uucc ur 
thi! lilJll'\\ 111~ palholugiCS: arh.:fiilJ Jtypc:rtCllSlCIII, Uysltptdo.:
lllÍ:J. 111~uhn rcsist<mcc and ohco,;ily llh 11 Ita~ bc:cn \lhscrv~.:J 
that 7()",. uf thc auull paiiCill'\ 3tlll ~5.5",, Uf llt~ pcdlalrl\: 
patt.:nt~ \\ nh lhis ~ynJromc hnvc uou-n koholtc fati y 1 ¡,·.:r 
(~:\FL) J.2. 3J 1\!AI L rcst.lls 110m lh~· 1111:rcas~ in !he con
t:eltlrallun nf SCfiiJll free JbtiV <lCHJs :mu lh<!lf ac.;CL11111tl;llion as 

lng]ycerttks lll lhc (j, cr llssue Juc IP HISUJin resisl,IJH:C [ 41, 
In Llltr lalmr:l!M) \\e have Lk\dl1peJ a wt uwdcl of 'v1S b) 
~n.lmmtstraltnn ll[ 30·'1, sucmsc m tht;> dnnk mg Will\:r llmmg 
24 \\l.!cks fhc animal-; h·n·c sc\.:ralmcwboltc antl funcltonal 
.tbllonnaltttcs usually ub ... ervctl in thc dttllc such as· lwprr
tension. hypemiglyccriucmia. obcsity und 111sulin rcststauce 
['i]. '' ht.:h ,JllO\\ the lllJ.:tc<lsl.! in lhc SL'nm¡ t:(>nccntratton o! 
uon-c:-.tcnllcd f::~t11. actds and thcir nccumulnlmn <1:> lttglyc
c:ndcs m livc1 ll''>liC Tht., ;ln:uuwlallvn ('Tl'dUl.:CS ttl' cx.:cs~ 
l'r rca~.:ttv~ oxygen o;pct:Jes (RO'-:) l4J.. as wdl ilS thc Jp~o.; uf' 
lh..: anLHJ:-.iu<lllt n.:scn es und thc ll lactíql1tlll1 of' tlw rmlinxi-

• \tl<lr<·s~ ~t•tr.:~p"n'kncc hl 1h1< outheor ül 1l1c fkp.lllrlt<'ll! ,,f l';ul, .. lnp 
111\llluh• Na~·iPmtl <k t .lldll•l<~¡:t.l ''l¡;u.J< 111 l'h:.\c/" lto.u ll.,,lo;,,,, ~ •• l. 
So:cc1ún X\1, Tltlpan, ,\J~~;.;, lll l 11 1.1(1~11 1 ·1 ~'~ <;¡; ~'' 11 h 
1 lfr:!: J'a.\ .5~~ "7' "') :!f•, E·llllttl r•'!IHri>r(/)·lhoP.< llll iTl.\ 

1 1!71-S.!Hit J '1<1!.1111• 1111 

1 
tlanl cnzymaltc sysh.'lll. resultíng 111 N.\1 L [21.: lt hu~ bc..:n 

reportcJ lhnl this lypc or hcpa!JC' OXtdati\ e strCS'i !S dW.f;il'h.'í-

IZ.Cd hv h111h thc UlfUIIlU i toll of thc l:llltC<.:JllraltOil oJ' fCUliCCd 1 
gluwthtmK ¡GIISl anJ hy th .. llt\\' ant' tty 11t' thL' .:n0ml.!s 

SOD and CAT. l\tth :.tn incrc<tsc in tbc lipiJ pcroxitlntÍ(lll,IJH1 
'>Wtcm carboJ yhttt('ll14L 1 

fhi! fiSSOCl:ttion of i' •\f'L .mu (IXÍUéliÍ\ e 'itrCsS t.lclinclo 
huth !he cnrly <;tagcs ur M<;j anu liS lranst liuu lu mure ;¡J. 

van~cd s1,tgcs sucb a:; non ah:<tbulic h\'cr stcatos1s, crrrhos1s 1 
ami. 111 a redth:cd numbcr of cases. pn:dt~pltsitwn lo hcpnto
t.:cllular c.;:arLmom~t Jlh llcnc:e l11e tmpnrtant:c vf st!cl..m¡,c 

slmtcgics ll1 improve thc anltoxtJaut capncit) in subjct.:ls 
\\ hll ~ttlfer from :-.l:\l;L as J conscq,tcncc of MS. smcc tt hils 1 
been rcport.:d thm in the:>c pnuents the llt.'livilies of th~: l!n
z:ymcs cat<tlasc (CA 11. and Cu-Zn supcroxide dismlllosc 
(Cu-Zn SOD) are dt.:creased [5]. whilc ccm..:cntration of~.nm
tetwtds, <1'\t.:lJrhit. m;iu. \ tt¡Hilln L. vi1:1mtr1 f\ nnc.J '>cktttlltn ts 1 
lu\\ [6!. 

1 ht culvccs ol Hibism' \'abdonlfo L ( li'::.L) Ita\ e bccn 
ll'><.:d ltl !real gasrtuintc<>tinallltsordcrs ll\t:r dLscascs, h)rcr- 1 
d1nh:s teroknHJS anO hvpcrlcnstoll !'m many dcc:adc:-, tn tru
d tll(lll<Ji lllC1ltcmc lhmugholUI thc \\JOrlú ¡-]. \t prcs~.:nt. 11 1<: 
l..tw\\ n tli<t! hnth thc cnlvccs and lhc mrustctl1llf HSL cnnl,llll 

pltcm,ltc com¡Hllllld' such as pwtm·att•chutt' actd, JlavlHttiiJs 1 
' llll.lll.·nthanl 'i•·icnct l'nlllhht•r\ 

1 
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-;uch as nn lhncyanins, qu¡:rcl!ltn. c:trlctc ;¡cid and cptgallo
cau.:chin->-0-g.tllalc [R] In general. 1hcsc rui}'phcnolic l'11tl1-

pllunds hnve hccn lúuml 14' be prolcctt\C fnr 1hc ~· c ll ul<1r 

~.:nmp11ncn 1 s fn1111 dam•1ge h) ox.u.l<~ltnn. lhu-; .,, oulin):! ccllu
l;rr dcarh L" !: 

T1k111g 11110 • t·cot nl the prc' i1'11s uh~ervallon ... \\h Jch 
-:t.gg~:sl the partll"IJ1illton ll l lht: :1n1io>.Jtl.tnl w-;tem 111 the 
metahtlhc anJ funcuonal proc..:!>~e-. 1'f thc N \1 L in thc r;ll 
mmlcl o l M~. and lhe ahove constderallolls of thc antmxi
d<~n l prl,pert te~ ot' JISL infusion. lhe anllllX.tdant dtecls ot 
((llll JiiTcrcnt CllllCt:lllf<11 iuns ur lh..: infuo;ion (lr IISL (() 7 'i0 "· 

1.5" , ami V' n) \Vl'I'C tkkrmined m the lt\ er or 'viS rnh ttsiug 
somc lll.lrkcr-; ur (1\Ídati\ e SI reS!> ( liplt.l pero\ ld<tlll'll. <..il l hilO· 

vlatlllll ¡¡o; wcll i1S glytanun m ~enm ). Tlll.' at:ll\ 11 e~ of 'nmc 
anlinxtthmt en/ynws such :J'l catab~c (C.\ TI, ~upcro\1ue 
uNnut:Jse ('-;(JJ)J mangnnese (lvln¡, copper-~:mc (t. u Zn1. 
pt:rtl:\ldas<:-.. t!ltltathiunc pcro\ldasl.' (G I1:\) nnd tht' 11011-

l:llL\ matic dclcn~..:s. \\en: csllm<•ll.:d bv thc krnc n.:dm:ing 
anlioxithnl Jllmcr (F'RJ\J>) in li\cf 

l\1 \ 1 ER IAL .\~0 \IETHOOS 

Preparntion of th{' ll "i L Cnlycc~ lnfusitm 

Tite 111 rustnn W;t'i prcp~1n.:d 3~ fo llmv~ . 7.5. 15 :lllll :w g 
{0 .75. 1.5 and 1% rcspccii\Ciyl,tlw IISL C:Jlyccs were :ul<li.'d 
lll :l l1tcr ur h01Jing ¡')5-l O(I''C) tlrtnkmg w:m·¡ fllt lll lllllllll~'s 
nntl thcn ltl't to cool ·¡ hc "uluuon w:Js f¡'lered and lhen lOO 
g sucro<:c ''ere addcd. 1L was !'ltorcd at -t''(' until con<:ump
tion. 

Antio,idant Capaci1~ nr llSL Cai)CCS 1 nlusion 

Thc .11'1in.x l d;~nt c:~pal-ll)' ni' rhc 1 ISL lllfUI\Illl1 wac; mc:l'i
urcd by rRAP 50 ~ti ol I-ISL tnfÍI<>Il111 \\"CfC SU'\pi.'ndcd in 1 'i 
mi of rcactllln rl1lxture (.:\00 1'1!\'l accuHe bufli:r pH 3.(1. ~IJ 
m\·1 hcxah)idt:Jtc of fcrnc chloridc JO mt\1 of ~. -1, 6 111 '>-~
pyndli-:;-lnazmc ,(!ssolved m -10 mM ~hll)fh)dnc ncul \Hre 
m.lckd 111 il relution nf 10:1 :1 vr, rcspec·1v..:l" 1. thc m·xtmc 
wus '>hak~;ll \'lgoruu-.Jy 111 ¡¡ \Orl~:x IM., -;c.:vmJ .... 1 hL'n 1t w.t-. 
lllCllhateJ ni \'7" ( r~lr 15 lllllllliC<; 111 thl· tlnrk Thl ah<;tlf

hant:c wa ... measurcJ m 51)3 nm. Thc cal!bral!on t:un·c was 
obtamcd usm)! F..:S0 1 fl () J, l'otal perrenwgc ol pn lyptn:nnJ, 
'~~~~ m~:asurcJ by tite labor:ttor) of lo~rcolog~ of tht.> 1 ~·J \ Z. 
U"JA.\·1 

\nimah and Dict 

[:v..pcnrncnts 111 unHnals were approvccl hv lhl' Labr,r;ttury 
Animal larc Commlltec uf our mstltullon and wert! con
dm:t.:d 111 cnmpllancc w1 1h !he G1tide ror tlll' C 1rc ami L s..- nf 
Lalwra iOI\ \nmwl ... uf '\! JI l. <;;1'<1) l\1alc \\-1~1 u rat~ ( 1 "O~ 5 
gJ. werc hm1scd \\ tth 1 1:! 12 l!ght-thrJ.; cydt: and r;111doml} 
~eparated into o;¡x group-: ll!' ten anmwk group l. Cl•ntrnl nll' 
tC), gl\·cn 1.1p wtller ft ll d!tll!..lllg, gro11 p 2. control r.tt .... gnen 
dnnktng walt:r cnntatnll1t! V " of HSL .:a lyl.·~s mfu-:tnn: 
gmup J · MS r.Hs. giv~11 tlrinl\ ing \~t1ll.: r t:ontaiuntg \O"n o f 
sm:ro-;c for 24 \\Cd .. s .. us wcll "" thc ITc.1hm:n1 ' 1!1 IISl 111-

ll>;wn: ~'1 o11p -l. \t1S-I- Hc;;L rJ 7~" n grmrp '1 \ ¡c;;-1 IS I 1 "i'}j, 
and g-mup 6: M~ .-(II;,L V'1u . \V::ucr rmd rodem commcrcta l 
food ( ~ 111 {¡ ll f Crlldt: )1 fll1C IIl , 4 .:¡" n 0 f Crlldt. 1.11. ~ 11 11 O f ashes 
and 2 5"u l'l' :,dded lll l tH:ra l ~¡ wcr~ g1vcn at ilhll111ll ¡\ ¡ llw 
cnd 11f lht: 24 "c.:ks C1r treatmcnt. the animals wcr~.; "cichcrl 

71ÍIÍI~II·lfii1Í<t:: t•l 11/. 

and 1he1r s~stola: blood pre!'surt: ('lBPl was me:1~11r.:d hy rhc 
In il-cu rt m~!lhnd ( Pcrc.t-J:.\)rre~ te~ ab_211ll9). Afkr 11' ernight 
l"ol'llllg. lht· ,IJltllla ls \\en.: '>llhJccted 1<• t:ltl han<lo;J.l \\' llh a t.!lld

loiiiJC. 

"l'ntm :111tl Ti~qH• Sam¡lling 

The blood was collcctcd ami e en tri ¡·ll!!t:d lor ~O mtnmcs 
at 300il rpm, at -I"C. The semm w<~s "l.JH~r<lled ;md stored at
/fl%. fht (iver \\'óiS SI.:'J1:1l":lll'U am( liÍSSC'Cit!J V. btle rresh. tl 
\1 a o; lwnmgenw:tl 111 il -;u e rose solution (25 mívl 'lll-W~t: 1 O 
m\1 T11s. 1 m:\1 EDT.\, pll 7 35) wtth ('l'Otea~e mhtb ltMs ( 1 
m~1 P~1Sf. 2 !1~ 1 pepo;tatm 2 p\11 lcupcplll and 11 l",., 
nprotmmc~. ccntrituged :u 2500 rpm fllr 111 lnllltllt!''i at 4~l 
1 he ~upemnt nnl \\as separatctl antl ~tnrcu at -711'' C. Tt,ull 
pn1 tt'lll' \\t:re deknnmt!d bv thc mcthnd ol' Lowry [ 11 ]. rhc 
intra-•1hdtlmin:li lat \\as sepilfillcJ. w~:1ght'd •llld then tlis
~:nrdcd . 

BiurhL·m io;lr~ nnd \rh nncctl \. 1) c:llinn of lhc Scrum 

fhc lllCl1'il l l'l'lllt:nt o f cho[cstcroJ. 1 ng(yc..:nd C<;, !,!flll:II<;C , 

\\ :JS curned out\\ llh cn¿vma lll.: ktts i'1om Jlomtc ~ci~:nt ilit: 
lnc (Cunton. :O.Iu.:h1g:¡¡n., US:\) Scn1m msu lm was e' aluutcd 
u-.:111!! ~pcciliL kil fi,r mi from Lineo Res~.:arch In..: (~ ¡ ¡,_ 

s1111rt lJS\ ). lile sensihili ly "a .. O.O'i ng 'mi 1-lomeoslasis 
tlll)lkl ,,.,St''-"1111:11 liiOr.. lt\ \ "as nscd .1s nn ind~.:x lo mcasure 
tll~.: Jcgrec uf m~;ulin r~st<;tancc anú wac; calcularcd hy lhc 
l'ormub· 1 msulm (u 1 U 1m Ll ~ glucosc (mmoliL)]C2.5 1 1.! 1· 

Scrum AGI.;; l'lllln' t\ lr:l lll m wa-; evaluatcd h~ Radioun
lll 1tnll:l~~ay l RIA l •• 1cconhng to tht.: RJA lllcthml llf Rnhio
Rll17 f 1 11 !'he antH\(IL~ ~peclfic pl)l~dLmal :~ntthody. wcre 
produc.:J m rabbn usmg lJ<:;A gl) c.ucd (..:\liT--BSAJ :1.., un
munt~gcn. J'hc A(il -BSA prcpnrect hy tncuh;-~tion ur US1\ 
( "0 tni!'m'- 1 wul1 glucose (0.5 !vil . dLtnng llO day-: :11 3741C, 
111 datk 11ndct sr.:nlily comhtwn was also labelctl \\ 1th 11 25 
hy ch lornmme r mclltod. aJUIHsed as radl(lill:ll\C lmt:cr. Thc 
A(Jl::.-BSA usctl hatl m avcrngl·. 9h'' u of g l yc<~tlon, C\ alu<ttmg 
¡,, :-.Jatn\.-t\S'i1sletl Lasl.'r Desorpt10n lnntzatl('ln \ lns~ ~pcc
trnmdf\ (f\IALDI-T0f71 :tnJ analyzed \\ ilh lhe RS \ s .;~
qncn~e from GcuR;mk number CAA76!\4" (gd33(18 12) :mJ 
rhe pwg¡.unnw: T'i r<vlOI \O 99 tDclano St: 1Crlllfic LLC, CA. 
U~,\ 1 Tbe antiserum ":ls dmthly punf1t:d. Jiro;t m \ni-Gel 
1 02-BSA 111 re mm e an11h1Hiies :mtt- BSA and <:uhsequenlly 
m 1\ffi-CH.:I 1 ! 1:!. -AOc-U~A 10 rctJ 1.:\ e tht: 'pecalk llltib(ltlles 
anu-A( ;[s. l'unlicd antihotl1e~ \~ere litr<lled ami empluyct.lm 
the ltqtud phnse 10 \ w 11 h ¡uct:lp !latJon h} wcond .mubody. 
usmg an unlt-rabbil kC. anllserum prodtr l.cd in lnmb. The 
cal 1hrntors \\ere prt.:parcd tw LO\vn qu:~nllficallllll uncl llun
rcscencc analvsts usmg Lummescense Spectromcter: moclel 
1 S 'iOB fn.m1 l,crktn l·lmer. ·n te ~.alihm to r s "pec11ic ·tct1vity 
\\ ;JS cs1ah(i-.h~:d hy !he iltHlf\!~CI.'I1CC ClllliiCci hy 1 mg. ml of 
t\GE-B~/\ (\00 U '(rug 111L1]. l'hc ... talldllrtl w:l'; tlihll~.:d lo 
co;lahJ¡sh a range nrU-JI>2JJ(I ~1Uiml.. \\IH:re lhc RTA 1' lineal. 
The an.llyt1cal -;en~lltv il) wa-. ~O 11 Utrnl. ( ull lll1CTtHIIllt' 
nr athllrary lluorc.:;, l:r1l:C 11\ 370 440 nlll). Thc llllfit ~ mltr
C<)J.:niCICntS oJ' \ anotion wcrc- 57 <md 7 1J"( re~p~ctivcly . 

e, aluntion ni Anli()xiclant ITnz:vmalic ~) \lcm 

l hl• mea'\ltl\?llWilt of lhe liCll\ ity of anltOXlU:JI11 CIM'fn1CS 

wn<> carned 11111 hy e lei.'lrnplll're~l~ m X"., pulyat:rylamidc 



llll.lllltlli•m tt/ Uü.lnlll ,. ,\ttt'l' 

nallh' gch [ J .. q. 1 o tl~·ktmnw thc .u:ll\ 1:~ ui CAT. thc: gd 
''il~ 1\it,hc:d '' tlh tfi~;ttlkd \\lllcr du11n!! S mmutc.;; lhts pn•· 
l-~·uure "a" tcp.:.Jtcu llun·tuu~:,, thcn lt "·'" ml'uhJt.:d ''''" .1 
1\ll\1111&: 11! 1",, K1Fl· tCNt1 .111d 1''•• ni FI.'Ch bii2U lnr 111 
lllll1lllcs in !he thJrl, .!lid lill'll \\ a~lu:u \\' llh uí-.ttllcd \\',lfl'f ll• 
!iiiiJJ tJll..' lt';IC!IOil 11 <;l 

l'u ddcrmm¡; 1hc .a:IIV II) ul S()D, tlu: gel """ 1\ashcd 
~~ 11h 1.1t-.11llo:d w.1h:r uu rutg 5 m mutes, tlus rwt·cJurc \\a-. 
t~pcalt:J thr~e limes, lh&:ll 11 wn-; 1111.:uhat.:d '' íth 2.'15 111~1 
mil,, bllll.: t.:trazl•lwm (~B rt lur 20 mmutes. tbcn thc NH 1 
"olumm "as lll~c;tnlcd ;tnd thl' g::l ''as mcuhuted 111 .1 s.,Ju
IHUt ol ~~S m~l EDTA, O()~"! m\1 rih>t1unn. 3h m~l pho~
ph.tl.: bulll.'T pll /J\. \lll'f 15 llllllUIC'> l•f IOlUIMiion 111 thc.! 
dmk. thc N Ir! :.lti111 f1ll O "·~'' !le\ doped hy c~¡tl•surc tu 
l)V 1tght h>r :llltlthcr 1(1 lllllllltl''> 11'1· rlll:liJ). l\1 d~.!II.'IJllliiC 
tite a\.:11\'lfY ol p~·w\ld,l~c-... thc gd was \\ ;~shed \\ 1th dt.;l rlh:d 
W.IICI UUrtl1g 5 111111111~'• tlti~ Jlllll.:cdtiiC \\liS t'cpc,ll~d thfl.'é 
timc:s ;m.J '' ,1, d-:1 dupcd acrmdlll;J li• ;.¡ llliH.iilí~.:tl n1cthud n! 
\ht:un-.. <~n,! \\'~:b-..tc:r llhj, tuc:uh.tllng 111 a urixtu11: ,,¡ 11 .~ 
mg/ml 3.3 ' .5.5 ' -t.:lr:Jlllt'lllllhcrl/111mc dissohnl 111 :.~ 1111\lllfc 

1•1' cthanul. :n:cl ic.: .te 1d •lllll "a ter ( 1 1 1 ' ' ) "tlh 11./ lz lm 1 ti 
nnnutc" m thc dat k. 1 he g~.·ls "Cfl' unal)lcd b) dcnslllllliCtry 
"nh nn llll:Jg.c S1g111a S.::nn Pro 5 ;\nalytcr . 

1 he .lcttl lly l'f cllt.) ntc GI•X "11" mca-.urc:u hy ~p:: 11\>

l'huh,mtll) · 1 n1g ol' ptolclll flltlll thc In cr hlnnugcnah: ''as 
.. u..,pcndcd írt IJ• 1111 ni' 51! 1111\l phosp!tatc buflc1 (pll 7 01, 
wuh addcc.l o 2 mi\1 Ni\111'11. 1 ml\1 CiiiS .md 1 Ulltnl ~·lu 
lathionc rl'ductasc. 1 h1• uti:o.lllll' was incuhah:d 1m 5 llllllll lc~ 
<~ll•>ullt ll.'lllpcratllrc. thc:n 11111 pl•• l ll.::5t111\ III :U \h'l 

mld~:d allll th~: re.1ding wa.; ~aten lll11llctlt:lldy at J.!(J 11111 11111-

ttal rcadmg 1 ami agam af h.:r 5 llllllttl~:s ( rinal rcaJing l [ 17] 

h alualiun of ,\nliu\idant Ca¡tadt) 11f lhe \oii -C' Il/)'lll:llil' 

...,~ '>lt·m 

l•>r ¡!¡~,. pr<..c1pll:•lhlll pf th~ phll~llh in !he ~.unplc-; 1 IIOJd 
1d' lll"o /nS0-1 ;wd lrttl HloiiJ '1 \1 N;:~UH wcn.: adJe¡J hllliiC 

mg of prtlh.!JJl l'rom thc Íhcr htllllugcnatc anu ccnlnfttt!l'U ;.ti 
7155 ,. ~. b~ ti nwdil'tcattnn 111 lile rnctiH>d Jc:~cnhcJ hy 
l'cr~·t. 1.1'. 11 XJ. 511 ¡ti of thc '>lll' l:lllillillll wcn: snspcndl'li 111 

1.5 mi ul rt:"aclloll mtXllll'l' !311ll 111\ l .1cdnte hulki p ll ) .h. 
::!Om\1 ho,ah}dr.tk ,,¡ lt:rtic ch1unJc. JO ml\1 ,,f2. •1, (• lns· 
2- pyndtl-s-tn;:~t.im: Ji.;solv~·d m 111 m~,¡ ch!l\rh: dm· and 
( IICI) "ere .ldlh:d 111 ,, t t:"lat Ion uf 10:1.1 ' ' n:!>pccll\ el} 1. 
llil' 1111.\lllrC \\ih <;h!ll.l'll \ tgllfllll'-l} 111 ,¡ \'OflCX fur 5 'iCO:IIIIlfs 

Then 11 "as mcul->.ttc,t m 3 i" l' li1r 15 mmutcs 111 tia: ,l.trk 
·¡ hr ub-;orb~:n.:e w:to¡ nu:a-;tlfl'd at :5'->3 tun Thc caltlllaLHlll 
curve'' ils obtain~:c.l usmg l·c2 r 11 cSU'l) 11 OJ. 

1 ipitl Pl' I'O\ill:ltion ( I'H \lh) 

fi31\RS. a markcr o l dnmagc by lrcc raJi..:u1s. \\:1~ mcu., .. 
11n:d h~ a st.\nJ:.tnl rnc.;thud l'u 1 111g 11f'protcm 1'1111111h~· li\cl 
llo!Jlp~c:natc. 511 !ti nc 1 111111 \\ ith •l"" BUT pltt!' plwsph:ll~: 
huflcr pl 1 7 -1 wcn: uddcJ lit!.! 1111\lllr..: was sh;¡kcn \ tgt•t· 
uu-;1y 111 u vm1cx li•r ~ "cc:muls amlthc:n meul>::tcd 111 a'' ~tn 
b:1th :11 17° C' li•r >O minutes. 1 hts \\3S fullu\\Cd by tite •llld•
lll•ll nf 1.:5 mi uf 11 ~ ~~ thtuharbtlurtl: O!CilJ and thCII llll'U· 
hah:d m a wu~cr bath :11 buil1ng t.:mpcratun.: lur 1 IH>ut. ,\ ftcr 
th1~ time and tu slt•pth.· tcuctHl!l 1h1. s:unpJc, \H~ I e pl:1ccd LIIJ 
ict·. 1 1111 5': .. KCL wus addcd tu t:m.h .;;¡n,pll! 11' \\d i as 5 1111 

lm1111111 .• Emh•< • • t: ,1/<'fub. l¡:t 111, m 1/,·,/. Cls"1' .. ~O P. 1 u/ /1, \11. 1 \ 
1 

11-buhuwl; tltcv \\ere o;hnkcn 111 ,, '<'rtcx for 3o -ccollll~ .mJ 1 
LC.:lllfilÍlg_CJ :tt •2()()(1 t¡>lll .11 llHllll ll:lllpC.UlliiC: hlr 2 IIJIIIIIICli, 

'(!ten thc n-btll:liH>l phasc ",,., l'Xtl~l'tcd and thc ,lh'\lllhcnl.l' 
1\:ls lllCliSUJcd .ti 532 nm. lllo.~ ~:.lhbrall\111 cun·c wa<> 1Jbt.1111.:ci 

1 usmg tcli:tctho:-.ypl up.mc .,~ standard r 151. 

]'rote in C:trhuu) lut ion 

lu measut1. ;he c·1rbun~ lntl"ll 111 th~ pr\>ll'JIIs 1 r11g ul 1 
rrvtctn fwm lt\ cr lwnwgcnatc " '" udlkd 111 51ltl ¡ti o: ::: ) :\ 
IICI ur 500 Jllld l.,l·dtnllfi•J'henylh~dr:.umc (J>"\1'111 11 \\a' 
\ rt;Of\IUSJ~ IIIIXeJ lll \ or1l'\ ,¡rul Í'ICllb:.th:J 111 darJ..rt¡,;SS :Jt 1 
r•ll•nl t.:mpcralurc dunng nn~· hmu. -hak111g 111 'tlrtc>. C\ 1:1 > 
15 1111:1utc~ Al thl' cmlul th~· 111 ulmtmtl p.:lwd. 50tl pi .211" 
111\.'hh•ro,l.:\.'h:.! ac1d \\CIC Uddcd, olllll lllt! 1111\lllrl' \\o1S t.'CI1lrl· 

lllt'l'd ;11 150[111 g tur 5 mmuh:s. Th~: o;upc1nataut \\OS 1hs- 1 
cunlctl • .:ontinuu1g "tlh tlw wa.,h rng ... l1r"t rt!ll\lJI tng tllc 
prcctptlatc \VI Ili ,, ~citlcd ~aptll:tr) tub..: , aJutHl) lud cth.J-
11111 clh]ltn:ctalc, allnwi11¡; lll tnmutc' 11.:pnM. hci\\~Cfl c.a:h 

1 w,,.,hmg 111 JK'fllltt th.: cht:tliHltimt ,,f D\lPII. rnixmg .md 
CC'IItrtfügiug :11 J <;(l(lllg ll!l 111 IIIHIUtcs lbs \\,\.'> !CpC;tlcu 

1\\ u:c. Fmallv. 1 mi,,¡ ,,,lutwu e•( t> ~1 gu:ulllhll..: h) Ul•tchlu
flllt: wJth 2tÍ m~l nu•n•Jb:t«l..: pl11hphat:.- (KII1l'O:J plt 2.3 1 
1\:l<; addcú aiiU rl Wll~ 111~·ub.11~·t.J :tgalll Ul n~c durlllt; h:.tfl 
h•'ur Ab,orb..:tw~: ""' rcnd 111 :1 -<p.:drophutomclct .1t 3 -o 
nm. usiul! nir ;,.; blnrtl.: .md mulnr ah.•orptwll ú>..:fltch.:Ut ol 
220110\-l'T~.:III·I [IIJ] 

S(nti~li..:nl \uHI) \l'~ 
1 

!'::.IJ\lSI Í\..tl ,IJI"I~ SIS ,utd gtotpflleS \\'CfC JlC!I'OIIllCd \\ Jth •l 1 
Slgnt<tPlot 11 prugrmn 1 lit• Jat.1 ruc prcsenlcd .1s th~ m.:an 
SEJ\1 Stallstic.tl s tgntftcant:C ".1s dctc:rmincd by l\'''-""' ay 
r\~0\ \ lót. fD1km cd hy tite J'lhl-1\llc l'ukcy ll!."t 1 hffcr
cllct·s \\ere Cl!lbtdl·r~~~~ staltslll".llly ''gmllcant :JI 1' 0.0' 1 
RES\ LTS 

\ntilnid:tnt ( a¡Hil'll\ uf thr liS J. Cah ll'' 111fmiun and 1 
' t ulal Puh pht•nt>h l'crCl' llf:t~c 

lhc <tntaoxttlant c;~pa~:tly mcasu1cu by 1·1':\J' lll tllc tl!t'
fcrcul conc~nlt:lliom of 1JSL c<th ce-.. mlusltlll ''a~ •1 1 0:! .. 1 
'30 nmol \Ir Fe IJ 1111 lor 0.75 ""• (!3.4::! l •1./6 11111••' 111' rl! 
llmll't.u 1 5 " ... mu R5 f11J J. IU ::.r, unw1 vi'J·c llml li1r' 11 o 

rhc total poi) ph~nul pcrccnl:lgl.' prc-.cnt Ul lit~· c.tlycl.'~ lll 

IISL ''as J.~O o,. p.:r g. 1 
J.::ffn:ts uf thc 1 rcatmc111 1\ilh ll..,L luht\iun in lhc \ní-
m.ll 1\Ul', Uod~ "ci¡,:hl. Uudy F:tt . .-\d\'ancctl (;1) l:lliun 1 
:tllli.Biucbcrni~lr~ "l'l'lllll 

·¡a u le 1 ~!ww~ dtat thc SBI' i11 th.: 1\lo;; group \\ c.:n.: :-tg-
ull'u .. :mll'' dc\',Jtl.'d i11 Cllllljl:lrtSOII 1~ llh lht: l Jrtlllp 1 
lp"'O liO ll, but tlw rr..:ultncul 11 itlt liS! 'tgllllH .. lllt1v Ut.'
t:tca ... l.'d thc SBl' 111 tite f\IS gmuro; nt !he con~:.:utr:tlh111s o!' 
11 75"o. 1 5° u .uHI 3°., (.111 y, íth l' <O.Ullll. l"h~.:rl' \\11<: no sig
niiícanl dll'f::n:uc..: lll tite SBI' hL'l\~CCII e :md c .. HSl. ; oa 1 
gr<lliJI'· 

The boJ! '' ·tght in thc ~1" gru11p \\:lS lughcr than ín thc 
l gruup ( p< 11.(111 1 J 1 he lrcalmcJtl \\ 1th liS!~ Slgll1Íil'UIIl1) 1 
lc,lui!cd th..:" hml: \\l'Jghl 111 th.: \!S g:wups ntcuiH.'cntratron~ 
ofn.75'\, :md ~" .. (¡¡ll wult p c.!Ut5¡ Tl1cr!.' wn .. tlo s1g1uli~·;uH 

1 
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J '"'"""'·· t:mlm·. <{ HI'Wh. l¡:•' llfl m l(,•tf. ( '¡,..,, ~lll.l. ~'''· 1 l, ,\t•. ! 

1 :•hlt• l. L:ITt•cl\ nf rhc rn•!llm~nl 1\ ith liSI infu~inn Ulllln th1: \\\Hdi~ hlnntl prn~urc t' ltl' ). hmh \H·t:,:hr (8\\ ). hod\· fa1 ( fll ' ¡ and 
\Crum. n:ll!l ~1rc nw:trl\ 1 to.;[, n=R earb ~ rlliiJI . \h \\. nthcr grnup~ \LJihlirltlh \ÍI!Oint:tnl .11 : p<ll.115. ¡¡<:UilO:-, 
**" ¡v:o.ou 1. 

(' ( li S l. J~¡, ,, ... ,\ l 'i+H ... L1175"• ~ISliiSL 1..5"• \1 '\ 11'\1 , .. 
'iiH' 

l 1:\ IL l.~ 11'.'• :(11, 1.'~.7 + 11.11'" 1 ZJ.'I + U.lf" ns.' ... u .• , ... n:;.l/±11.'1 ... 
•mmll¡;l .. 

llntly \\'C:1gh1 
4l~ 11 JlJt. ~·> · ~ l l\..~ a;:;_, ,:; :. 11 .1• 

... 
-li'l.ll-= 15.2' 'l ' (1 :=:!11.!\ .ns.u t 11.u· 

( g l 

B. >el~· Fnt 
! :! _{1 h 7 " .:. 111 IJ.h -: 1111" ' l' f>::: J.I 13 • ~ 1 1 111.1 "'11.7 ' 

l gl 

d Chuk h:rol 
¡r¡< -l -= 11.5 Jll< 5 .!. l ~ 11111 .:; 1 1 '111.-1 ~ 1.1- · l llll.'i 1 0.1> 

lmg.t ll l -
J ng l>'\:CI 11ks 

111\ 7 - ~ .\ llr• ro.,- 3 1> lhl.~ 1 J .•J '" 
tmr di.) 

15.1h t ' J 1111..1 ' b.ll''' 115.11 t l.lt 
... 

~ 

CtiJCi l"' 
(.5 t 11.~ 

'"""1'' "' ) 
~ ·1 _l (¡ 1 r. 7 111 hh ::!= i l l ,, ' . '" (d tl tl 

.. - - -
lib nlm 

wUln>lt 
21• ::: 11 .2 ~h .. u,, 16.11. 1.1··· HU- J • .¡··· I.'.H :t l~f .. 111.\ i I.H 

... 
- ;-

1 h 11\1 ,\ ""'"-' 
1 1 .t U U ~~- 1 11.:! 1..:!. ~ 11.1'" .u +tu:· '"' • 11.-l-· !5 :t u. a-· 

t\fih 
) J.CI - 0 7 ~~ 1 ~ ~ ~ 

¡¡¡1 lml l 
\17 u c:.21:; " ' 1-l'i.J :1,,7 ... 1'17.1 :t 11.1 ·- 1 11'1.1 '-" 111.11··· 

dlflcrl!nl·c m thc hndy wctght bcm ccn <- and ( • IISL \'' .. 
gruup ... 1 '1 ah le 1) 

luhlc.: 1 ·dww ... 1h:11 1lw mlla·.ihdomrn.ll fn1 in 1h~· < ~r·11•p 
\\U<: '\ICIUitcantly lowcr th.lll 111 il: 1'-lS :;ruup 1 p 11 110 ll, but 
thc trc:ttm{·nt \\ Hh liS l. dccrc:~·wtl 1hc intr;¡-:thd.Jmmal 131 111 

1he 1\IS gn•up al ti.~ <Oilt:Cillralhlll nf }" .. lp () 111) 1 hcn· 
Wih 11•) •\lgt\111-.Jnl tJ¡Jicrencc 111 1hc rnlra-:thdomrna1 f:~t hc:-
1\\ l'<.:ll C llllll ( II<:.L '" ,, gwups 

lltcrc \\:1<: 1111 o;¡¡;mllc,mt chlh:rCliLC ll1 lh.: ct•thl'lltr:tlaon 
uf ch¡,lc!,tcwl bctwc,•n 1hc l uml ti.IS group-.. hui al ter lhc· 

ln~alm~..·nt \\ tlh [JSL 111 thc f\..lli grnup,, 1' W¡to.: lúnnd 1h:11 rlt~..· 

dloil:o;lct ol dccrcascJ al lh~: com:cntraltun ol 15"" 11' 0,001 l 
nnd 1" .. 1 1"- (J_()~ ). Thcm: wn" no o:tgnific;mr tlitfcn:ncc m lhc 

C"l>llt'Cnh.1~IOII c•l ~huh:slcn>( bcl\\t:cll C <lllU C 1 f!Sl. .1•' • 
group-;. \ T~hlo.: 1) 

rnblc 1 'h"''s rh:1t lhc ~crum tnglycerides m thc ~IS 
¡;r,lllp \\Crt' o,;I !.!THfi\.'ilniJ~ C"Jt'\,I!Cd 10 ,,lmpar!Stlll \\Jih litio' C 
gl(lup (p ft tlfJ 1 ¡, hut tlw lrcatmcnl '' 11h II~L 'IJ:.'ntlit':llltly 

d.!cn.•a,ed thc Je, o:ls ni' lngl) ccmk•, lll lltc.: \1~ P'"'P' nr tlw 
~.:onccntralmns ni' 1.5 "n and ~··n ( :111 \\ llh p 11 1101 ¡, Tht·l e 
wn" no ,¡~mfíca111 dilt"t>renrl' m 1hc concentr:líl'ln ot "l"nlm 
lltglyccridt•l( ''1-:l\\·CCII e and e' 1 rs l. Vy¡, gwups, 

l'hcr,• was nu -.igntfka111 d il'l\:rcncc 111 th~: t:PilL:\.' I III~tlllltl 
ul glucosc bct\\t'\.'11 t::\pcnml!nt.ll group' (T:1hlc 1 ). 

1 nbll' 1 o;htl\\-S lhctl thc St:flllll lllSIIIIH 111 thc: 11.1S group 
\\ ,1.; o;Jgntfk:miJ} cJc\':llcd in I:OIIlpllli-.;oll Wilh lhc C g1 IIIIJl 

( p < lt 0111 '· hut 1hc trcatmcnl \\ 11h 11 SL '>1!:-'lllfic::nlly reduct•d 
1he k, el.; 11f llhttlttl 111 thc \IS grt•up-: tH lhc c:nll<.:t:nlr,,lu•n

uf075"u, 1.5 "!, :md :;••, (.111 \\lllt Jl" O.IIIl!). 11wrc \\:1" 1111 

Sll,:flll'tcml tÜfferencc tn thc 't'nttn mo;uhn hct\H:1'n 1 · and 
C~ll\1 ~n .. gl<tups 

l'hc 110\1.-\ Htdcx t'nlcub!cd fM 1\. IS ¡!f<lllfl wu;; ltigh~:r 
lh.tn in e ~roup ( p<O 001\. Hui m lhc ~ .. ¡<;; grlmr Wllh lrc;¡j. 
mcnt 1•1' HSL :11 11 75 ""· 1.5 ~ "· .111d 3 n "· lhc int.kx ":1.; .;¡g

llllicnntl) rcd1h:cd, :111 "llh p<ll.OIII. C111np:u~'tl \\1111 1\IS 
gnwp ThL·r:: \\'a" nn '>tgaufl.:~tnl chffcrcncc rn th~.· 111).\1 \ 
indcx calculat.:d for C :md C-IISL _l'l" gn•upo;, Cl ah le 1 1 

In lhe e group lhc o;crum C\'Ol'Cillra!J(III of l'llh :lllLC:d ,gl~-
·11tnn cnd prnrlucb tA(il•.;) \\as 'lh'lllficant!) lowcr th:m 111 

'vi S r p .. O.Oill ). Th~.. 'iCflllll l'llllCCJllrauon o f -\t. t 1 ' ch?~.r~·a.;cd 
in 1hc groups .\1"' • I J ~ I <t i 75 "u. 1.5 ~o ami J '!o, ¡di \\ilh 
p· 0.001 \\ lth rcspcc.:l '" thc 1\·IS gr<lllp Wlllh1tlt tn..•almcna . 
1 hcrc wa.; nc• .;¡gnaltr,mt thffl•rcn('C m lh~ conccntral11111 111 
~.holcsll:rnl hclwccn C :utd (' 1 ISL ;o~. gmups. IT:~hll: 1 \. 

-\ntio\:i!lnnt [n/~ malit. "-' \l l' lll 

llg.llre 1 \ sht~\\ 'i lh;ll ti.~ Cll7)'m:tllC OlCII\' 11) nf C,\ r 111 

lhc ~IS gr up \\ IS •l{!lllfieantly lí'\\l'r lh:m '"lhc e ~ruup b~ 
.2fi .o5 nnwl H_O_ x. mg 1 ["rtlll'llltp - n oJ ). \\'hcn l••mp.mng 
th~..· cnzvrn;IIIC liCII\ ~~~ ,,¡ C,\ r. !mm the grnupo; lhal fCl' t'l'vCtl 

trcutment \\lll1 IISL :ll 11.75", .. 1.5",, :tm1 ~",,. 11 wa' fottllll 
'l!:!ntlic.:anll~ IHghcr lhan th:ll m thc gwup wtllu,ut treatrnent. 
hy 211.5 (p o.o 1 ) . .111.5); (p o.onc;) .and -t2 o 1 1r· O.IHJ 1 ). n:
,recti\'1!1} . 17igu r;: 1 B ~lmw ... 1hat thcr..- ":t... m' s1gnífknnt 
diffcrcnc~.· m th..: Clll.\'lllatic :1~11\ ILY ol ('A T hcl\\ ccn e l!rld 
C 1 J')L V'~ group.; 

111 fagu:-..- !.\ tt t'an be ,,h,c.>ned lihll thcrc J' 11t> 'lgtllh
cant d1ffcren~.:c 111 lhc ~1<.'11\' llY l'f 1h:: cnz~ me ~ln·Sf\1> bl'
l\\ ccn UlC gwup;; e ami \lS. ~L'\'I.'Ilh~lcs,, wltcn .:oo111p;tnng 
thc c:vym::tiiC urtn ti) ol .\In -SI >D from t\IS gmup \-.llh lhc 
groups 1\herc trt:.II111Clll \\tlh IISL Mh !:_!l\1..'11 1110.75 ",, 1.~ 
"" :tnd 3 " ~ •. a lughcr :tl"ll\ 11) 1\ as ohserve~l1n thl' ~roups "llh 
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1· i!,:- (:!). I.IICCI ollhc lr.:JIIln:lll \\ ilh IISL iufU,IIlll urun thc 'UJlt'rmide \in aud Clt-Zu llCIÍ\ Íl) lll th~· ll\l'f hvlllogl.'n:llc lJ,,,,, :~re 11\l:;!ll>;- 1 
Sé. n " r::u:h gwup 

trc;llmcn:. b) 10.1::!.1:!.77 ami ';!(J.Ti U1111g 1 pwtctn, rl.!sp~:l.!
''' el). ,all \~ 11h p ti ,Utll \\ tlh tclaltull lo ~lS gwup ¡\Jstl lll 
r hg. 2ll l. !ti.'<IJI ht: ob~C I \'l'U th:il tht: activlly ''" Mn -SO D JS 
ma.:m.:ntcd 11\ tlh: C+HSt. J'', gn111p h) 1673 (11 <.01)1111 
, ni ·datíun to ( _ n>t'r 

l.ikc\\ i-.c. thc .le ti\ IIV of thc CO.l\ lllC Cu-Zll son \\liS 

SIJ:!.lllflC:JIIII) l11ghl•r Íll th~ ( ~'rtlll)' by•7 62 U 111g"
1(p 1) (l()J) 

in C(>lllp<utsnn w1th tbt: ~ !S gi\IIIJ1. Rut thc tn:allltcnl wnlt 
IISL 111CT\.'Hscd tltt• .tcti\ 11~ •ti' Cn-/.n SOD m tlt.: 1'-1" J.!fllllfh 
¡¡t thc CO!lt:t'lltratwns ui' 11 .7'\",., 1.5''n :]11d ~u,, lw 1 ~ 1)7, \) 07 
und ltl.71 lJ mg 1 (all \\'tlh p.;;(l (JI)) l. r.:specth ~·ly wtlh rcla
IJ<llllll ,\1$ gtoup (Ftg. 2,\ ). lhe:c ~,.ts 111• ,jgnili.::lltldlll..:l
cncc 111 lh~· Cll.l)'lll<ltJl' :tt'li\'IIY ur Cu-7.n SO)) hci\H~'II l' :tllll 
Ctl ISI. )"u !,lTIIIIJl'· (f tg :!HI 

Ftgwc .',\ o;Jtu" <; lhnt th\.· Clll:OilltOtll' .tcti\ 11) ul tite pcr

UXh.last'~ lrout !111.: ~IS gwup '' <:tgtlltie<mtly dnnmac;h.:d b:> 

U>' U mg-1, pmtem t p-0.01!3 \ '' tth 1 ..:sp.:cl llt thc C group 1 
¡\ JtlltltJL!h m the gwnps ,\lS t ll:)L al 15 •:, .. mú 3"u lht'rl.' 1!\ 

a11 llh'JI.!iiSI.' 111 th~ t'll/.)'lll:l lit ,1\;ll\'lly 11f J.~U (p-(1 0_\t :10d 
2.75 Umg pwlein 1p ... (1.001 l. TC'-(li.'CII\dy w11h rd.lltllll ll• 

1 :\1!-\ rmup l'tgun: 3 H shl>W::. thal thete w,,, 1w ., l!,!llllicaut 
tlillctCIII.'C 111 lhc O:IIZ) lll.llll' :tl.ll\ 11~ of C'u·Zn SO() l>CL\\ een 
( .uuJ C+-HSL 3",gwups 

Thc a~'ll\ ~~~ of lh\.· Cll/.ylll!: (il'X !mm thc e gwnp W:l~ 1 
ltll\cr titan thut ol tJ1c t\IS gn111p hy 0.072 mmnlhum 11iO\l· 
diA·d 1'.),\ l ll'll (p<.:O lllll) NL'\Crthclcss. ''hcn cnmpanng Lhc 
:\IS gwup '' 1th Lhosc tltnl tccctvcJ thc trcallll~lll wilh IISL 1 
11 7"-" "• 1 :.;• ''· .111J 1 ·~ •• thc ..:tllylllat•c ;u.:tiVtty \~Ll~ l~sscr hy 
IIIIC.-1, 11 077 nm.l O.ll51t lll~lulllllll n:g ul U\ldtl.CII ~ADIJ)-1 
1:111 \\llh p UUII) !1-tg -l.\1 TIICI'l' \\'U' 1111 'lglltÍlC.II\1 dillcr
l.'lli'C 111 thc ~·n¡r¡m..JilC acll\ll" Ol L'u-Zn.::l\)0 bcl\\Cl'll C :mJ 1 
1'+-11:->1 1''u !_!TOUps. (F11; .tH¡ 

1 
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Fh:. H ). l~llc" u f !he• tr~.llllll'lll 11 tth IISl lllillslull Uf'l• >ll l h~ glut.ulun!ll' pcwxHI:r~•· :tlll\ ~~~ 111 thc ¡,, cr hunwgclwlc. Dala :m: mt•:m~ .± SL:. 
n-K c.tl h grt~llf'l 

Eff~Cl\ of thc l'realml·nt '' ilh li~ L in 1 R.\1'. LiJ1id J'cr -
11\ill:tliun antl J>rotcin Ca rhnn, lat ino in tla • Livet· uf tht• 
'l<\ Rnh 

r .1 ,¡...,. 2 ,J¡n,, s Jhat thc :mtHP.Jdanl capan~ of thc nnn
cnz)'m.lllc ;;y,tcm m thc t !,!rtlllp ¡, h1gher thnn m th<.' \lS 
gn1ur 1 p 11 oott 1 In thc \;.;:,; l!rcliiP" tn:akd with 1"1 it '' Ll:. 
tound th.ll thc .IIIIIIJ:-;¡\I,mr c:apa¡;uy t•f' th~· non-en,v•n.tll~ 

s; stcm mcrcawd .11 rhc wnt'(•nrmtn•n l)r 11. 75··~. Cp-=O.Oil:'\1. 
1 o¡o.., lp fl 11117) t~nd 1"u tp ll (J(l2¡ •qth respectro t-.1 !.H<IHP 
Tltcw \\ :h IHI dlf I'Cil'IICl! tri thc .miJo\ Hl~:nl 1:.1pactly uf !he 
llll!H:Ill)ll1•1111. ););-,ICITI hct\\l't:ll L' anol (+fl~l .> 0 <> !;lllliP' 

1 hL HHir~ nf' lt¡11d pcro'\Jllallnll 1s slur\1. n tn J'ahlc 2; 11 
\~"' s•gn1ikantly h1ghcr m thc \1' l-!roup rompnrcd wllh thc 
(' g J1111p [p <!1 001 ), t'\c\ l'rlhck,;o;, ::1 dccrca-:e wn.: nh'l.'r\ ed 
m thc ~tS ~nHtp~ \ltlh liS! trcatmcnt :11 11.7' '" (p· 11 Olll ), 
1.5 1'., IP lllll) ami 1" .. IP o 0111) \\ 'llh n:,.pe,•t to ~IS gríl llp 

1 hl'fl' \\a ... no lhfll:rencc m thc indc:\. uf lipJJ r~·roxllh.llon 
hci\\Cc'll L' .md C• 1 ISL 3' o groups 

The pwh:lll t~arh.,nyl:llu m in the !1.1<:; ¡,!Toup \\ih :>lgnilí
~:an rly hrghc r th.lll 111 thc e ~roup 1 r 11 (1(1 1 , hnl thcre \\a, .1 

dcn~·as.: 1•1' 11 tn thc: :-.ts groups \\JIJ, IISL rrcatment at11.75 
0

¡, ((' llllllll. 1.5 11 u (p<.ll,OIIJ 1 and 1", (p Cl Olll J Wllh re
'l"ll'Cl tu t\ IS grnup. 1 he• e \\as nv lhflcren .. e m lht" prutctn 
Ull Ollny latwn Ol'l\\ ccn e .md e ti!S L 3" u gro un~ 1 Tabk 21. 

IHSC. l '-.l.iiO~ 

1'111) rhcnoh ni IIH' H'i L (ah ce~ lnfu~iun 

In tlus J1.tpo:• \\L: tco;t~·LI 11 ll11.: antmxJJanl pwpcriH:s nf 
IISL o:al) ~·¡;, tnfusiun' L:t~llld tmpmn; lho: dctcnor:ned ~tale 
ni' MS r,11s. l'ht. d11III)\Jdant cfft:CL<; cnuld he du;.; lo lhe pn:s
en~·c or pol~pho:nnl.; . \\'t' hol\-1! estimatcd llli.ll pnlyphcntll 
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1 ahll 2 l•.rl~d~ ul lht lreamwnl 11 uh JI"L mlu~wn upun 1he unlio\itl:tnl c;lp:lCÍI\ uf lhc non cn1.~111a1ic ~ntrm (FRA I'J ami tncr tJJc 1 
m:1rk~n uf o\ÍU:llin: stres\· li¡ud pcrrn:idation tTB \H"l :111d c:•rhunylntiun 111 thl lh er ul' th~: ' ' " r:ll~. Vat:t :trl' mean~± 
'>l!:.n H l'ach ~ruup. \ lS 1 '· nther :,:rUIIJlo; ~l:llhlh::ll l~ !>Í~u ifiutn t :11: "p<CI.U5, **p<IJ llU5, up<U.Ull l 

e ( ll'iL 1'', 

I•I{J\1' 
112.-l = 11 .• ~ ((.1 i::" 

(nnwl l•l h·IJ 111b 1 

lliARS 
lriJ li.J 11.3 ± C) 9 

tun ul li.ID,\ mg'J 

J'¡oiiCIIll ;l!h.tn~JOiliiU 
h '~11.1 t• 1 ~ U.2 

!111! tic c<ll hum 1~ lllj! 1 1 

pen:en1:1g~: ¡>n:'icrll rn ¡¡<;¡_ calycc~ ami tite:. antiu.'\alant c;~

l'actty uf th~o: inl'usinn Iímhng 1hn1 the anliii'.IJ.ull ~ tp.lCI_ty 
w;p; lllt.:ll.!asl!d acn11 d111g h• the :lllll'llllt.; 1•f H '-;1 u sed l<>t 
cach con..:cntrathlll, it ha~ hcen reponed lhul m b6'' u 1d' llu.: 
pnlvpln:nnls ~:ont:uneu in lhc cultcc-. pas«cd to thc 1111 u<;mn 
ami also lhc UlltloXIdanl L<lfl..lt.:ily mcasurcd h} FRAI' 1s cx

plamcd m lJ5.24° o 1>1' Lh..: m:ca!>ltJllS by Ú1c quautil} of thc 
poJyphCI1l1IS ¡m::,Cih Ul th.,; lllfll..,Í~lll ~~· fhl! polyphcnu)~ ll f 
lhl.! 11!'1 cuh ces infusion ~~~~~IIJ hOH! bccn lllgl!stcú tlllll :.~h
smhcd h) ti;~.. 1\IS ,lflimals fa1 uring an ínuc<Jsc in lhc anti
l'\ 1danl syslcm, 

S~ \lolic Blnud Prcs~un· 

1 he rl.'sult~ show lhnt 111 011 1 tvJS mudd 1h1. :munals de
\ c lop hypcrl..:nsum nml tl11s incn.:asc 111 1hc SBP '' rclatl!d tu 
a luw avmlabJitt; llr nllm: OXIde lNU) 12!1 This dccrcasc or 
NO u m y be duc o o.;c\ c,;ral laclors. nnwng thcm thc unt:ou
pling nf thc c'0S by ahsC111.C uf <;uh<;tr.w .. ur col.lllOr~. 
1\')uch mducc., hl\\ pwductÜHl ol '\.0. rl11s ~.:uuld be ll\ILhzctl 
by thc .;upcru>..Hil.' un1on <0:- J. g¡;ncrnttilg tllc \Jon· am.l 
incrcasutl! tll~o M.ld 111vc -;tres~, " luch. 111 turn alter-; 1111 .. 
\'d-;lll.lil<tl;l,un c.h:pt.:udcnl cll lhe entlnthehu111, mtlut:iJ~g '"' 
incre;l"t' 111 "BP ]22j. rhc lrc:lllllcnt \\ilh 1 I ~L al 075"-,,. 
l 5'} .. ;uuJ 3'~. 111 \ IS gruups hau an illlllhypcrlens¡vc cfTc-.:t. 
Thi~ cc>ukl be atlrihuh.:d lo thc pr~·scncc uf ar11JK,cyuuiJh~., in 
thc cal) Ces c>f JISL. .~~ \\cl l .,., t.lclph)llÍt.líno,; .md C)'<tnllline-1-
U-s:unhuhiusíuc~. \\ hicb l~:~v.: a11 ¡Hllih) pertcnsi\ol! cffcct Jue 
lt> 1\\ll syncrgil. <JnJ ~l1111pk1Dt!llli11) mccharliSUl'i Of Ut.:IÍllll: 

lh:: rü~• 1'> Jillrt:lic. pnlbahly by a pharmncukmt:lll' prot:e~s 
"imilar lo llwst• 11f ú1c nnlii!Wlllsts uf nldostt:rone ( mu·cascs 
thc chmll\:llloll td' \\ :llcr :m71 llillrturcsis, W1lhn111 mmlll> mg 
th.: t.:>..t.:rctwll uf potasswml l~3]. l11c sct·nnd 1s llml lhcy :ll l! 
ÍnhibiiOTS. by l.:l)Tilpclilinn, of thc :lllglOII.!IISIIl COI1\'CJ'l111g 
Cll/) llll.' r r\CI~ ). Suli iL: aul liors ~u gge~l llllll lhc llu\ OII~Hth 
and other pulyphcnnls ¡Jl.'l a~< ~.:heluting :cg..:11t~ nl tht• 7Ínt: 
atom pr~::.-.~:nl iu thc at:ll\'t: I.:Clllt:r of AL'E l~..t. . Likcw1sc. 
thcre are rons that can di lut..: 0 1 cuulracl thc hloou \'CS<;t.:ls. 

thcrcb) plav111g <.1 tlis~:rcte ruk· 11\ thc rcgui:Hlon o l 'th~ blouJ 
prcs-;ur.:; su eh .ts Ca+-+. wh ich, whcn 1 1" conl!cnlration rn
creascs slnnul:1tcs ll1c conlraciHIII ol snHiolh muo;!.! le. 1 hl\1-
c.vcr. th~: nH.:tlwnnhc.: nlnJt:l ol ll\L can llllllbll th<: l'a 111-
llu.'\ mlu vascubr sn1ool lt musrlc eclls, thcrchy rcdtiL'ing 
\ ilSOI.:Oil'\11 1Ch011 J ~5j 

i\1~ 
1 

' 1'-.. 11"1 u.;:;•" 1 
IIJ.l io.J.tt' 

~"''"''.: ~ 
IH.5 ~ 11.s"' Jl.l r.II.'J 

101>.5 i ~J( 115.r. L of' 

1 
1-1.5 ± U.'J· 111.1 + ll.h 

7.1 ±U, I (>.fl + 11.1 ... :'o.'l:i:ll..t"' (o.II±IU'" 1 
lnlra-ahtl11 111in:t l Fal and Trij!l~ ccrillc' 1 

On tllt' uther h.md. in lht: llllltlt.:l ul fi..IS, .111 liiCJI.!ih~' 111 

hmJ\ \1 ctghl Ullll llllra-ahdllllllllil) r,tl lll l.lllliJ)ilfÍ~Oil \\'IIJl C 
\\a,.· 11h-;cned. Whcn lhe 3·~ .. tn~;1tmen1 \\ ith IISL \\as un- 1 
plcmcntcJ. bllc.lj wctght thc rats Jcl!reascJ fhls ertcct coultl 
he U UC lll a dccrcaSC lll IJpogt:IICSIS b..:caUSl! ll ¡' llJC i11b1Sl:U' 
ac1d m t, - l1vdrox \ c11ra1c r + -11 C :\) bL:causc SlllllC aullwr~ 

ha\c mdtcated lhaÍ this acid wuld be transi'ormcd hy thc 1 
lltll!Sluwl llora 111 -/-HCA '1 hi" nll11J111UI1J Jlil'- thc ~o,t¡HtCII) 111 

mhihll. by com¡h.:tilion. rhc c!\11 amrlot.:hondrwl.:n;~ 11 e ATI'
lllf,\lL:-I:asc [:!C1j, \\ lud1 c,Jt:.dy~c!' lhc hrcakmg-up ot l'tlral.: 

1 111 11htam oxnlt>accliltc anu acctyl-CoA. thr<; bcmg th..: mma 
Ílllportani stcp lor tite synthCSI'> nr l'i1ll~· UCid~ Likl.'W ISC. _,_ 

HCA inl11h1ts Lh~.: tonnaliun oJ' mnlonyl-CoA. wh1ch stimu
lttli.!s th..: nctJ\ ity t)r curnlltnc lrunsf'crasc. n.:sultmg in tlu.: 1 
diltlillliiiOil ot' lipog.:ncsis ;:md lile Íllm.:aw Íll lhc lip1J o:-;ida
lit•ll amhn rn ghrt:tlgt:JWgl!m·sr' [::7]. 1t h.H hc~:n llcmon
qrall!d 111 wdt:JJts lhal thc ural adnuui~1 r:1tion uf · '-l!C:A 
supprcssc<; thc UltuJ...c ol' food :md n:dth.:<:-. w~:tglu g:un \\ hc11 1 
rhl! rnt~ are fcd h1gh-carbohydralc t.hcts ]2l< 1. h ha' al so bccn 
sho\\ n thal ,. -llCA JS an i11 hibilor of thc tHlll lilasc (29] and 
thc tt-glut:osldasc. p:ulicularh thc bucr fhJs cnzymc raKc:. 
Cilll! uf Ult: th.:graJ¡¡tiun ur olig~)S;JI.!ChUJiJc~ lO 111llJ1ll'i,ICCh.l- 1 
riJcs bi.!lt.lrc tlii.!\ are ;•bsorbL•d Wh~..·n thi., cnzymc ¡., iu.lllb· 
itcu. thc .Jh..;llrpÚun ll f g lucosc J-ocr.:a-,e<; and, Cllll~cqucnlly. 
lhc JlO''IWlllullll le\ el o; ul' glucosc [_'Ul, lhus Jccrea·'lng thc 1 
gclll'ratiCID of Acc1ylCoA, Úlc main substr:He f,1r lhc synthe-
sts uf fi11ly :ICIUS 

.\nllther ~1uuv has o;)wwntllóll thi.! aqu~.:ous c:.tra.:t ul fl~l 

1 rs capablc ol wl.libitmg thc diflt:rcnua11on llf ~uJrpoc) les rn-
' lll'l' bv blucking lhc: re iL:asc ul the lran~cnplion f~lCtnrs ncL
..:s~ar) lLJJ' lhis Jll'l•CI!. :-. \\ iiiWUl ;¡fft:l.'lllli! tbe \· 1abilí1y ol' thl.' 
cd ls The atlllwrs wndt11.k 111 .11 thc aqucon:> cxnacl ul' HSL 1 
mhthlls tln: ilccumulalllHl 11f lrp1ds 111 4(>.6" u nf .u.lr¡H>C) te~ 
131 J. 

J\cgar ling U¡¡;~¡: erteds, thc 1\IS lolh h;td a signíf'ícanl m- 1 
l-rcasc in '>1:111111 lrig lycendc,., \\ hid1 decreasecl in lhl' \lS 
grtnlps \\hLil ltl!aled \\ ilh TISL al 0.75"u ami 1 .5'! ... 'lllc dc
crcasl! 111 scrum llr!JI} ccrides co1tld ht• C.\pla111cd h) lhc 
UlllPUill ul SCIIuhlc f'ibeJ )lh:scnl 1ll the ..:atice:, or th..: plan! 1 
HSL 11 has bccn cstuua1cd thal ca~;h 250 mi. l•l 11'->1 mfu
SlOIL cuntuin-; 1úr, m g ol l1bcr ll!.JJ. \\luch causes l11gh 'is
..:oSil) su lutions in thc sn1all 1111cstmc, thcrcbv at lcctmg lhe 

1 l'llh!W-hcpalil: II.:Cifl:Ulatll\11 uf h 1lc ac1ds alld dJJ llllliShmg: thc 
llpid ah~orp!Jo11. si1Ke itlimib lhc Jispunib11l1y ui' th~:sc lip· 

1 
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lll'> li1r thc inlc~lmall.!pllhdmm ccllo; 1321 On thc nthrr huncl, 
ns aln.:<td~ mcnlmnrd. thc '-I IC/\ c!t:cren..,es bpogt.:nl''~l' t.:l
ther hy rec.lu\..líon of the ing~:s l 1on .• I!Tcctml! thl: ah-;orplllln of 
glurnsc. :md m hy cnzymailc bk1c:l..:tde. lt should be mcn
lll ncd •hal thc lrl!atmcnt \\Íih IISL m 'lS t<ll:; a lso Jecreased 
lht: -.mrm le\'el of clw le .. Mwl. lhb cnuld he cxpl:nued h\ thc 
prcsenu: llf ph) lostewl-;, as-;¡ICtah:J l•l the s0luh le ·,ha. sueh 
as erg¡•~tewl ••nd Jl·c~ tvo;tcrol llnt 1uhib it the ahsorption of 
c:ilnle~tcml hy lhe ei1Lc:rm:ytcs f:!.Ol 

rnmlin Rt\i\ l:111 Ct 

In spl!c uf findmg no hypcrghc..:m1a in ~IS animal.;, 1he 
110.\ l.\ indcx lS m~.;ren~ed. flus mdcx allows us tu C\'alunk 
lhc m'ulin rest'it:mcc. by mt:;ms n lhl! c:onccrrtrn ltt•n' u! 
l'l·'"ma glul'I1'-C allll ínsulm \\'hen tht· 11()~ lA irukx •~ hehm 
2.5 it ¡, clmo;edert•d a~ normal.\\ l1en il is >2.5-~ itmdicatcs 
cktcm,ri'lllPll nf thc scn-.111\ 1ty In in~ulin, ami ir el ¡o; >J th..:e.: 
¡, eusulm re.;isl:lncc. Wuh llu: lrcallm:nt of 1 f")L cntusr11n 
tlwrc wus a dl:Lrcu-;c m Lhc IIOMA imJcx. T111s cffl·ct Jllllv he 
duc 10 thc prcscnce of cya elulcnc-3-gluco~;íue ~~ hcch es c;pa
blc ol dccrc:lslll~ the exprcss !un o 1 pro-in ll:mmwton ad rpn
cyhJI-..mcs \ 'lCP 1 ami 1 \lFrt. all(\\\ m!! lhc expr..:s'itnn u!' 1hc 
lr:Jelc;pnrtcr Cil.l'T.J in thc 1\ hill: utlípnsc líssnc. l'hio; facllr
I<HC'i lhC lrnns¡wrt ni gllii:O'>C lO thc ln!CrJOr or ldrpnl') tes, 
tccheur g tllc ,e,um L:Ont:cnlrail(ln o f thc p1otem RIIP4 :1111 1 

dccreascng 1he actl\ 11)' of lhe cntymc glucusc-Cl-phn~ph.ll,t.,l . .', 
then.:li1rc mcrcaseng thc consumpuon of glucnsc hy o;1gnulmg 
of 111sulin 11 1 tlu.: skclctal nmsck [~3 1 

In th..: lm~r. gluconcugcnco;cs , .. 'l l pprc~scJ. inl'l e:~smg thc 
scnsciJVJtv lo cmulm and cau.;ing decrcac;e oC h11th o;emm 
glucnsc ami o\ld,Jl lvc 'llrcss [33]. Our rcsu l!s show thíll thc 
1101\'JA mdex m thc: animal~ trc:ucd wilh thc tnfusion of :>~ u 
IISL l~iiS < 2.5. o,ugg..:~ting lhnr lh.: hh!IO!!Ír.:aJ l\llS\\l.'e or ln'\11-

lm 111 tlll' ti~·:tJc-. 1s normul. Jhis. ndded k• a tc:ndcnLy of l h~..· 
j;lll\.ll'>C ~onc.,cnlratet1n In licl'rcasc, -.o11lu e'íplam 1hc clecrease 
111 lhe scncm AGE e; ;md lh.: :o,pcc i.l•c ri!~Cplt1P>. thu<> pnllcc1111g 
thc ccllular componcnts lrom dnmngc hy oxulauon: 1h1s el'
fccl has h~·cn t!..:scnhcu lw othcr authors. who concludc lh<H 
it c·m h..: dtll! 1t1 the pre-.cncc , J' !h..: poi} pht:nolt:¡Hcallt•l'lllc
chine-3-0-gaJl,llc ¡q. >-11 

.\nlio\ idanl Ení.yme~ 

On th~ uthc.:t banu. thc anttux1d.mt cnpacny gl\ en bv lhc 
1!11/.)ml!s C\ T. Cu-/.n SOD and pero.'iidases d~."<.·reast'd, 
whcll! lht.: H..:llVIIY or 1111: Mn-SOD d ld llúl hangc. ami lhc 
<lctevit) ul GP'\ mcrcased 111 t-.f' rals. "-:c\erllekso;, 1\hen 
g11 m~ !he lrcaltncnt '~1 1 h l !SI. 11:1 ~ 1~ raUi thl: aCII\: ity 1•1' thl: 
cnzvme~ CA T. ~\'ln-SOD. nntl Cu-Zn SOD mcrcased. Pther 
cm ~o.;leg1ct 1on-.. oh~ervcd 1hnt thr trc.Hment w uh 1 1 S l. ex 11 ac:ts 
incrca..,cd lht.: lCil\'lly nf' lh~· l'n/\otnl!~ l \ f md $()1) ancl 
merca'"'" !Iet.: .mtlOXÍdanl t:aptH.IlY nr !he li\t:r In tllis Wil}' 

!he y .cvnuled tl11.: prodttctiun ol RO~ 01~ \\ ciJ <h thc1r nch ~ro;t· 
cffcc:: t.;, sw:h ao; lht. c.xpreo;'lnll ,,¡ lhc lr.mo;..:nptn•n l:u.:turo;, 
Bil, , tBih and p.l'l K L 15). \\ lw~h decrc.t<:c hl"pa¡,,.c.,cllular 
UJ1{1plo~Js 11ctluccrl b, RO\ v. ith !lee eonsequent lihrm.". hv 
acll\:1\tnn of 1h..: hcpallC slel]ar cdl:; r3(lj , ll\e aCilVII\ 11f 
pl'rn.x 1tlasc-; mcreased m all lite lr~•Hcd gn neps:, lhu-; rcducmg 
lhc produc:lttm of' ROS. o;Íncc Üll pcm,idasco; <1rc ahk In 
chmmatc l l:l)~ by llll!all!> ora reacuon siml1.1r tu thaltliL' ata
la-.c [;\7]. 

z,¡,¡~~~~- \ fllnv: l'f uf. 

!'he ncll\ t i } ni thc ent:\ me LJJIX ticl;rcao,;cd in nll the 
groups trcated \\ 1th IISL, whn:h WPnltl prohahlv n.:,Iucc !he 
ll!ilitalilln ol' (., 1 !S llll:rcó\~1111!. I!S concc:ntrnlmn u mi Sil\ mg 
N'\DPll in thr líw1 nf 1\1<1 ralo;. T1• rctlw.:l' ng.mn the o:-t· 
ditcd g lut.tlhlom: lite t•ntyme ghnathiunc rcduLl<~sc rcq111re, 
l\ADPII :h a wl~ •ctor [3k]. Tite sa\ln~ llf IADP II ~.onlJ 
uecreu-;e thc cellul lf Cl\l'l'~Cili.! nrendilure since !IH.' TCU\ll.lllg 
cqui\'alenl is produced m thL Ct>llatcral p:uhway 1•l thc rhus
phatc· pcntoses. Tlus ;tllemniJvc uxalutron of glucosc: Joeo; 
not gent'rale ATP. smcc lb pterposc cs lo prll\ llh: nhosc-5-
phosphut.: anu N/\DP II less::d Jor lh.: synlhcs!S ol f;ttTV actds 
;md <;(tftlcds en, n-, ahcm.ly mcnl1oned. 10 "mks as a utfn!.'tur 
li•r gll el.ethwnc 1edllt:lasc 1 ~X] Thc lrealmcnt •~ il11 thc exlrm:t 
11f liS! llll.rl!ase' thc t:oncentratton tlf ..:ellul;u (iiJ<.., [1-t ~'. 
Vl-IOJ, \\htc:h 1~ lhe m<J,JO! '>u luhlc ;mtlll'-lllnnt m lhe C:)lllsol, 
11 111.. i c:u~ nml mJtochondna, sim:e ll hn~ 1hc capncu,v 10 trap 
lhl! 110 (hydroxyl) nncl 0_ -.as wdl ns rcgc:nerallll);! Vll:lll11D'> 
f< and l" IP thc1r th:ll\t: limu Hl-42] lfll.; pnssihle cncrease 
m liJe CilllCCntral enn of'Git<; could p.utly ~-.:plain lh..: ..:k\n
lum in lllc an 1 Íll\ H lu111 c,lpaclly ol' Lhc nnn-cn~.:ym,tl iL: l') slt!m 
ohsecvt:u m lh~:. i\IS animals '' clh lrc<elmctll of 1 f\)L. :11 ull 
CC\ne-.u lT:.Illt 1eN. 

(hidatiun i\lurt.e•·~ 

lt is rdc:' ru11 t¡l fltlint out lhnt thc Jnmt dun mullon both in 
thc ¡wroxulal ton eudcx and hcp .. llc c;crhony latíon :1., wcll as 
111 thc saum glycal11m ohsl'n ed m the animal~ trcalcd WJih 
ll'iL j<; pmh<~hl} dUl' In thc <>ynergit adiun of lhL p!>lyphc
nols pr.::scnl m !he tn 1 us10n nnd the atl!IO~ idnm c;y<;tcn¡s hotb 
cntymal íe ami notH.:nzymatcc. 

CO'\CLU~lOJ\ 

lh~ enf'us1Cm 1 t' 1 l'lL L:ti)l'Cs has anltnxid:1111 prCipertic-; 
l]Wt allll\\ lhc lllt;fl'.t"~ rn anlloxcd.t•ll capac u y of holh '''s
tcms. CllZ)lllll!IC anu nnn-Cll/} 111flllC, 111 !he hvcr \ll lhc M<:; 
:111llH.Jis, 111 tlus way dc:crL·asmg thc lip1d pcrm¡¡Jatwn, car
hnnylnlion in thl! lr\cr ami orlvancccl senun glycntcon. and 
lhte., pro!l:rtin!! thc i\1C... mts from oxidnti\1n damagcs. 
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The Efficacy of Pregabalin in the Treatment of 
Prediabetic Neuropathic Pain 

. 1/('jamfro Ct<lll::ale::-!Julil'ft•, .\//), PI IJ.'F \Jonim Lem, ,\ID • 
l:ulist .\ Dío::-Dio::, {'/¡[), "Í" Cinthia ( 'astilln. ,\ f/)"' wul """'!/ Ctírdt'lltt.\-.~o/tJ. j\ID* 

Ohjl:di•c: \\e rcpw: !he r~,uh, "' a ptlol •. <:lllll:hln~·nHk-<;1~11. 
pJ .• ,, ¡,, ..:<~lllfillkd ··ro~''''.:r 11ml ol rr.:¡_mb 1!m tnt lh1· H<.'.tlnwnl 
t>l' prnllah.;lu: 'll\:dl-hht'r nc:rrt~p.ll lm: p;~111 

\ll'lhod": lndl\:du.lls "llh ln1J'Il11•'<1 l:"lllll' pluc:o'c nr llllp:w·t•d 
!!ill-. ''" ukl olll~<: ,¡p¡) (ILUI\'r·•'111< (l!llll \\'Crt: '.'\ ,l 1 l:llCII ll<'.:ltidtll~ 
In l r,\11 l·,¡rJ~ i'<'Uinp,lth\ $, •k tl 1·\.l~l (~lll:lrlll.iii\'C ~\.'lh<tr\ 
1 c<lln)!. :uul llllf.1Cp1dcm1a1 ncn.: ;ihcr ucmu< 111!:-.11 1>1. Sy1np 
11''11' wcre c1,uk~l :1\C:I•tdiiH! In l l1c "'tllll'tW R.tlll\1.' S.:ali: 1 '-IHSI 
l~dl\idu,tl~\¡,,, rc,rondcd-11• Jh~: '"lm1 "'lr;tllPil nfpl ... <bo w.:n: 
11(•1 ch¡;illlc. l'n:l!:lhalin \\.IS ltllll.llcd :11 .1 dnsc of 75m¡t qal and 
t, q ~~:rcJ up 11> '(hl 111~ htd flul\ hnl11 1d11. 1\11 illl ,, rcdu•tt• u '''l'"" 
,cor~ ~ i(}" .. Wtlc ~:ll¡otl-1.: h> _..,11 1111111! 111 1h lh<! dnuhlc hltnd 
pil:l'~ whoch Clll1!i ,¡~d r•l :1 rantliiJtlll•'d <"l'nS\0\l"f p1•nod r\f 1 
lliPntlt "' i'rcg.th.tltu .1r.d 1 nwnlh ,,¡ pi.IC,IIII, 1\111 1 d.1)' "1 
\\; ¡ ~h¡utr h~,.•l\\ú:t¡ pl•fHI\Í' 

l{c,uh,; h'rtV-Iol.: pi11li•'1P:lnh ~'< l O: t.:ltr.tllcd 111 lhC' \ltld). rhclc 
11 ,, 11"h rcducl:0n m li1c NRS trnm h.JSchnc afta 1 rnmuh t>l 
""~k·hhull prcg.1hahn 1 NRS- 'i 1 r:: IIJ Tll~'lll\·•h p;nti,·tp:~nt' 
'" •o.: eh!! hl• lnr lh•· ti•> 1bh:·hlin.t ph 1"' 1 hl"rL· "''' furlh.-• ''"u•·
¡um ,,¡ ram .u h~ düul'lc-hhnd prc,:abalm ;1nd thc pi1K<'11C1 '1 '>lH'' 

hui lhr p1eg,1h;1111l grnup h:ulu 'ilolll'll<.'.l11'. "1!;1111 .-ant rcdll<:l l••n 11 
pam 1'-IRS •.2 :1 2 :!\,, •t 11- ~. 1'-' 11.11') l' liiH:Ip:llll~ wh<>~hd 
nnt r.,p,•nd ~nowcd . 1 lowo?r IJ;l"\ f·l) tb.ltt 1ho'c \\ hr• r.">pnndcd. 
'~Uggt·..;l• g ""'~ ..¡:e,·t·rc lh!l'\l. 41o:ln:tg"j· 

( um·lu'>lfltt~: Tlus pllot •llal\ ,h,>l<<.'d llllpr<>\t!Olc:nt n' prrdml•l'!l, 

·•·''""P"'" r"ai11 I'Mll~ll'•"'" \\ 11 1\ h•gh~r pait '~"IL"> .11 lu"l"rc 
hutl luchcr IJI~1-..S st:or,:' ,JIHl a kme! ll·'•ll·l> lunll.lllnJJ~ ni 1!11: 
~llhl\ tm'hldl' lit.: ~mllllnnn •l~~r ul p.trliC IJ'<IOI~ olllcl tiJ..- c;m\ u1·c·r 
'k 1 

J,q \\ '''"~' lfo•th.tho:h:>. sm,lll lih~l li~IIIO)':¡tl¡~. llllf'·ll l .:t i ~ 1 11Cn•.t' 
1 kr hl . 11np. nctl J,ts lm~ ¡!IU((ht' 

(1 /m.! !'atu :!IIJI,,l~;l).~7 •n:: , 

it«'C" d Íllr ¡•uhlkitllclfl Jlmc ::11, 2 ti~; ICVI\~J 1 ·hru.tl) l. 
:'lllf•:nLC~I t'\ DI cm\1¡:1 s.~U}\ 

1 llllll lhc ll ·¡~ r ll ttcnb 111 •:--..:urnlo~~ .• mJ 1 Rcpn•J• 111 e: 11:<'1 ••: '· 
ln,llltll" '-·"·i • u Li• C¡,n,l.t' 1\létllt..l' v "-•t!t ''" 1 S.lh.1d111 
7uhn n. \l •.• • ( 111·. 111~~"·,, 

\.e r -1). 11r >1~ 1 he: grnnl '~'"'1''''11!. \\ ·" 1 lt,• 1'1 ••1 thc 'i 1111\, ¡¡r,ll\;,olt lll' 
'~"1'''·. o~ol o\lttiC ¡¡,,. rnamhllpl \I.L.. e' .. mtl K ( \, \\'\'I'C 

111~ O:<totnlu ·''"'' ,,, tl.c (llltl} .ntl c••~ttrtl•ntetl .,, th<! u,JI.,.I:"n 
md rhc .:l.,hor.tr·•>n ,,f th · m:lmt.,.;r•Jll 1 1 > -1 t pro..'t:~'~' th..: !,th

nr tlury '·"ll'l'k~ r .. r thl,flnlll!! !he: \l ,y., llll<l ''"llllhlll<'d ,,, ''" 
c;lnh.,r •ttnn ••t 1hc rnnnu"nrt 

o.;up¡l(lrt<·d hy n l!.mnl Clhlam~;J ln•m ,, 1 ln••'lill¡"nhor h1111.oln Hc~.trdl 
lllmkd h~ l'hfl·r Ju,, '11.:1,1 \ or!. 'l'r A (i ll, h •. , n1ntql1ukd 1t 

l'l1:<.:1 :ur;l ''""l:m1 '" :.11 :UII)Inuh>m l"'l''ll 'JH.'l~e: "'"' ·•~ .1 p;nt 
,,¡ ud\lsory lw•ard' 1 h,· rcmJtntn~ aulh••rs d<'Coür<' nn '"ntlJct ot 
11\lercst. 

H\!¡>rtnl~: \k1.111Jru (iunJ.dcl•IJu.m,• \11>. l'hD. lnSIILlll•' N:Jtl•>n.ll 
<Je (_ l(.•flr.:I,,S \h•Ju•.t ... \' '\llltfll, hHl S.1}\ hfot /11h1r 111 '\il"tlfílhll!\o" 

D"patt1n~nl. V.t~<' tk Qulntp !~. StcCH 11 :\\l. J l:o)p;¡ll C'l' 
f.!lll)(l \kxic.o f> 1• ft:-llliJI l!d07,1lc·/t!U illl'•l Hoo] -''11 1 

( "l'''nglll 1 .=ttlt• \\'oolt~r~ 1(111\\CF J k.1lllt. 111, \11 n¡;hl' r~<ctwtl. 
[)t 11 J(1 1(1'1' :\JI' 1 [ti\!JOIII](~IO[tllil\<'1 

BACKGROUND 
l'r.:dtabctr.:,. dcltncd ,¡s r:1 1lwr ntp:un~d f:l,llll!,!. glllCl"l! 

f[ 1 ( n <'f imp>~ll c:d gh 1..:me hll.:r.tnt.:c 1 1 G 11. ' ' .1 mildcr l'urm 
llf glllUl~l: ti~ 'iltl'l<t ¡,, 111~1\1 1 hiil flrCC~·d .-~ dl;ti1L'IC~ 111.:Jlit \I~.J.~ 

l'rcclwhci\!S mnv he lhc c:tt1sr oi ncuwr:uhy 111 ;r,••" ' 
-12",,4 • or 11pto 56".,1' ~· 1 thc pitl il'IIL~ \\Íih ncur,,p:llh) ni 
\tiH!cternunctl clÍ<}IO!!). In 1ndi1 1d11al.; \\ ith pn.:dl,tlwlc'>. 
neun•p .. tlu~ p:lin t~ n0lt.:t:1l 111 1!,~" .. ln ~ ~•·" ol th.: 
..:<t'>l'~. 1 '\"11rnr.rth] a<-.oLHit~·d 1111h p!l'thah~.·tcs ¡., ~lin
ica1h .;mular 10 earl\' diahelll ncuntpathy dne Lo lli.Jury ol 
~111.111 -di.tml'l~r unm)l' illl.ll~·d \'r lighll) myrltnulcd noct
<.'I.'J'tlh' .tnd ,11 IPnnnu~. 1 bl!r,L: numhm.'ss, hu1'11111g f!.lln, 
iiJhl JXtt<:~lltcsJ;Is 11 1 thl' lccl .trc commt)tJ cornpku 11 h. 
:illht'tl!,!lt ,rhllo>nt l tltl!CS :1ro.' rd.tlll•l' l ~ 1111ld md l.'lllhi'l nl' 
.. clecLJ\ e kngth Jcpendcnt 1ns' ni "111¡\ll-lihcr modal111cs . 
.. uch a' f'l11prtd, ,tnd tCitiJWf:tlll\l' 1"''· \1 ÍlhPll l ;;.ignific<l!tl 
"1"11 111 'ar!!c· lth<.T tlvslulll:IJ"t 1

' 
1 

e \h ,,¡J mdl\ id1Í.1h wtlh ¡m:d1.1h~1e' b~ nwnagcd .tny 
J1 l u~·nlll lh:tll tl1di1Hiit.tls 1\llh (llh" c:attsl!~ p i' 1'•'11pht.:rotl 
ll1'1tl<'paiJnl''1'· '" Prl!)1,th:rlinrs nnc ol th~.· muhipk ,tl'ailnhlc 
dln:ti1c Jm•dtL':ttwn~o for nc llrolp;llhit: pniu.~ 1~ hu! thr.:rc i~ 
n•• cvidcm:.· 11t.t1 preg:thttltn ca11 1rr:;1l pui11 u~w-.t:lt<·d wilh 
sm.tl1-íibcr darn.tge nr ,l),function m pn:d!ab~.· t k p. ltc!ll\. 

\\'e us.:d a r rc1 '''''"') dt:st:tihL·d cnnd1m:nt 'lralcgy In 
.1ss.-ss .tml compan: lht: l'llica.:~ ni prc_.:oah.tl111 m lndtvulualo; 
wil h pt~·,h.t ht:l Íl' pumlul smull-lihcr ncur•'1'11,t)1~, lhír.'g :• 
~llll!lc· bhnJ antl dllubh:-hlmd .:rn'''Wcl ~ 1 1 1 dv ·' 111 aJd11 L!ltl 

''' ih.: .:!,,,~,,· (;ISIIHJ! .rnd .'!·hnnr glnc.~~.: k1ck wc ilbn t:~~:(' 
11•1\\.'J kdllltt( llt's 11' qltanlll\ ¡J¡,· t:ndptPdU~:h vl 111 n
l'tll)lmallc d)..::tllon slnHth;tn~·· .. u~l\.~ 1 ~7 

METHODS 

Sludy De~ign 
11 i~ '- l ttiY LOlht~t,·d tll' .111 cnnd•~·d pr•hP<.'CI iw 'Íngk

hhnd pha..:c lt)lluwcu h\ n douhle-hlmd cro'>>:l)\ .:1 pha~e. 

\llll lill tn !llhcr p1C'\Í!Ill';l) ·k~· ih\:u sllldiL"\,'~ Such ol 
\lt.tlt.:~) 11.1~ .dr,•aJ~ h<'L'n prnl'l.'d Ust•lul :11 ~··•nlirmtng 
t<:sp<,nscs 1<1 ncumpathtl patn .rgcub Mlh ,m.11l ~.ttnplc 
,¡,.,.,, ->hml 1 rc;¡ttm·nl .lilralmll plws<:s, .ttld In\~ haw1111! 
pa111 scoro.'s~ 1 

( l'ig. 1•. 1 nt u.: lu ncnt phast:. f'C I wd 1\ 1\as 
•k,l¡,pwd l•l lnv.r.:r 1111 p la1.:-hn IC'pon-..:- ntlc h} l'\cll ldl lll,! 
mdt\ rduaJ, 11 ho n:sponut"tl tn pln~.·cho IJcnltcal ":' mg 
pla~c\lol ~·apstdcs ll<'l't' admtll l<;I~' I\XI hid f11r 1 \\o.'d TI<c 
m.l\Lmttm patn ,.;mt: .. r cach d.tv wa-. re.:ol(h-(( o.:\'Cr) n1~hl, 
.1\t.:l'ilgc.J ¡¡t lln: .:nd ,,¡· !ht: IH:á. and l.'nmp.n.:d 11'1111 t!Jc 
hnsdi11r: '' ML uf ~·ach p.1rlt11pant. lndi\-tdtt;tl' l\llh a ¡1:11n 
SCOIC l'l'SIJOlhC ~JO'' o 1\t llt plat.-bl' \\CrC IC~dudcd lrom lhl 

Sltld)'. Fnnc.:hm<.'lll f'Jm,c. p~·riod rt was tiC!>JgncJ hl ~01-
r.:L'( 1~ tdcuu l\ md11 id u al~ \\ ho n;~pllndo.:d Lll pl ego hall u 
!-.Íil•c llw hc:gmuin~ pf'thc ·;tud). Pn·g.thahn \\,t~ 111 ,\led ~· 
.1 m u x1mun1 ll•ll't .tbl~ dtl'-.:' ''\ er 1 w.:d.: l m a xm111111 ll1C1'1t~ 
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tml}. P.triH:ip;ltlts n:¡:..:J\t:d thc :-arn;; d•>',; k•r thc lnllm111tg 2 
11ccJ.,,, On the tnuniL wed.. the dlh~ "'<~" titr:JteJ dl'l~·u lt> 
/.Cm. l'<llll ~Cl•l t:s wcn.: rcco1 dcd e ven night. bm unl) thc 
".:tllC' nhl:1111~·d during th~ 1 IH!d.~ "hcn lhc p<Uiil'ipaut 
n::cctH'U thc maxtmum tukratcd Josc 11crc a1·crag~:d ¡md 
cnmp;ued with ha~cllnc ~cM..:s. Pilrtictpitnt~ \\hn mct tite 
..:liten,¡ fi•r pt:IH'U' J\ 1 pLtt:..:b<> rcspun"e 11f pam ~·•res 
<..'O" ul nnd U (n.:tlm:twn ,,fpalll scnrcs ~ 311".,) 11.:n.: cli
¡;ihk 1t1 cn11ltnuc to lhc d~>uhlc-blrnd ..:11>,\ulcr ph.hc l he 
D<lllblc-hhnd C ro~snn:r Phasc comt~tcd ot randoml/lng 
IMrtkipa lh inlt• preg.tb.tlllt ,11 rhc peliml 1\ dusl! nr pla~.:ehll 
t'uJ· 1\H> 4-wcd, doubk-hlulll ~ros.;lwcr tn:ntmcnt pcrwds. 
ca..:h pre..:o.:dcJ h~ u 1·1\cd. 1\Hshr~ul. Eao.:h 4-1\c.:k lrca lmcnt 
pt.:ill)d t:<JilSt,tcd 111 a I-1\C..:k ll!ntllvll Up plu~c. 2-wcd 
lll<l l lltl.:lhlliCC. and ¡¡ 1-wcd.; llll<tliun Jmvn pha~l.'- Pre· 
gaba l1 11 lllr.llhHr ''·'"' p~.:rll•rm~.:d ,,, lt~l .~~ P'''~1bll: lt> 
shorlcn thc uu ratwn nf lhe 1\lUUy. a~ 1\C t:'>pc~.:tcu lhal thc 
droptllll ro~ l c!> cnuld llh .. tcasc ir th~.: ~tud~ \\,b \CI) lt•ng. 
l'aJll<.:Jpanb thcu t:ros~cJ ov~.:t tu lht: a<.:li\'C plawtlll ·u m l'1•r 

thc ~>l"':lllld .J...\\cck LfC<~tlllLill pcrinJ. Parlr~.:tpant;. \11..'1'0.: 

pw11uctl w111 at:ctallllltopl..:n tablct'> (500mgl lor hrcotk
through pam. 1\ccl.tllliiHlphen W<L~ chnscn as a hrcal.
lhn>ugh p¡1i11 contr,,l .!u~: 111 ih -;ar¡; pn,lll..: ;1nd r;nc ~idc 

lf.:t: ts .'" Optollls 1\l!n: prtlscnbuli. gt1c11 thcu polcnu;¡J Lt> 
..:aus~.: dllllllt:ss, \\ ludt could c·tmlúunJ 1 h..: r..:,ulh. 11 p.t r· 
11dp.tnl" lh->pb:cd unl!tllllll•lled lll!>d.:r;t l 1>r o.;,;1 .,.\.' pain 
c1·cn al'tcr thc 11sc o! p<lrao.:lllllllll, tht:) Y.L:tc dutlllloilcd 
1'111 11 1 tite o.;tud~. l'hc ~llld) dmallun ~~·~ ~ ::-l IIH 11th' O\cr.dl 
ttnd 1' ~~c..:J..., ft>r cacl1 pantcrpanl. 

Prediabeles Evalualion 
J>¡cdt;thL't:::-. '"'' dla_lh -.cd us111g Uw Amcricílll Dia 

IJctcs th;wnoslu.: cnlcrw ~~~: 1 re; \\:.JS Jtaenoscd if thc scrum 
glt1cose ~~·a:. hci1\CCI1 IDO aml 12'img ~I L altcl ;¡ 12-hnur 
l>\l'rlllght fast. J(iT 1\,h dchm.:d .1~ ,¡ 'Cilllll gJucu-;e betWCCII 
l-111 ;mJ 19\1 mg dl 2 lwur~ artera '15-mg Je"-lrn~e lonJ 111 
a 1. oral glttcuse toh:r.111~e le,(. 1 he tnca~un:II!Cnt ol' 
advam:cJ glycatmn cndrrnducts dcn~t·d lrum gluco~c 
1 \GE<>). as nwrkcrs uf lung-lcrm gly~.:cmk l:lllll tt•l. ''a~ 
pcrlonncJ 111 the '-l'nlm Uf pal LlCI¡'UillS a fLCr ~~-lhlllf fasung 
.11 lltl.' cntr) vt~it min1= Rl \ami El ISA tcchnt~¡ltl!~ dcwl
upcd rcccnth ,,¡ uur lll'lltUll< ti, • lr<'atly u'cu 111 prc1 11>US 
>lll<llc' ~~ ~ . mctaht•ht· ~-,,mpli..::tlllln!> dunng mct¡¡ht>hc "Yil· 
d1 t>Juc l: - Thc mdhou ul R lA nte,tsur..:s gl) C<~ lcJ pwtcms 
tntact. whcrca~ 1' LISA t•tc:ts!lrcs tnt.d A< i Fs. fh catctl 
f"tOtem~ llll.td_ an1l its th:p1.1dahll' pn,du1.1s ,;uclr .1s ~1)
cat.:d pepttJes n11d aduct 1\GEs. l tH cahb1.1tl ll!,! "'~aY'· 
sl;utd:.tnl .:une' 11crc flll:pa <·d l'rom u standard soluti''" ni' 
cly.:atcd BS \ ,1 i a conco.:ntrauvn uf 1 m u m t • ") nth~.:,llcd 111 
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nu1 lubol<ttm;v lluon.-st·cnl..'t.: umt, 1170 ..J..!I) nmj p..:r tmlli
htt: l ol' liiL' ,nJullo11, f \(d··ll'-' \ ,l,tnd,ll'<ll 

Ncuro pathy Evaluation 
P HIICIIl(llll'- wcr..: chmcall} d::llul'ú as h,t\ rng ncurt'· 

pi!tllll: p<HTl tf n.:uroputhk symptt>ms \\l!rc prL~l'lll. ~)lllp
lnm' .:nn'''tct..l t•f hurmng pa111. nttuthn~''· t• l pan:-;thco.;L.t~ 
dcl'ciPpmg svmmetnt:;llly in thc kct \\ 1th distal· tu·pn•\lm,d 
Jli'•)¡!I'C>,Íiltl rh~' llt.th F.ll 1\ Ncllll•p.ttll\ SC'.Ik ( l 1 N~) 
\\as U'Cd ¡J<; ;t llll'LI"lii'CII'I\!111 Lt( l.:iidi WIISOI'~ ['11 cJumlTl.ll l 
nctnnp<llh) .2" Th.: l ENS \\,1, p"tf<J tm:d al the Íl' l llid \hit 

lnr ,dlparllllpants. <Ju< ntlfat t\ Sétl'•t•rv T'·~1111~ IQ'íTI 1<)1 

tcmpcralurc 11 11 !'t:lsntsJ dllU vJhraliol l l llll.::.holds 1\ 1hr:1· 
tiou lJnib) \\;¡o.; [1\!rfurm.:d 1111111 :1 1''\ '\·11 !lC'UI'O~CliSI11'J 

an:tlver t \lcdt>O:). u~tng tht: mcthlld ni lu111t' t"ur l.':leh 
\'<i rÍ¡;hh:.3 U~ Auln!l<llllic-mclh.ttrd O:ttl.tn..:uu:- '".:aL 
jlii'Jlll'tltltl 1!1 I'C'J'liiiSI! lll lt•llll>!'lt••rl'SCd :tcct: khC'IlJIIC' 
lf)S.\RTl. c;-,prcsscd m mi<.;roltler' wns p.;rf'omu:d UMI1!! ,, 
QS\\' 1 \'1 ntaclum! t \\ R :O.I..:Jical 1 ,l ftl .r o;¡;rrul;irtlit..:d 
prn1ocnl.11 '~ Thc nene hhcr dcn~ity 11as as,css..:J hy J-111111 

..:~in-punch hinpsics S cm fwm thc .tnkh:, <.;LJt iu '0-pm-1 htck 
~I.!Lllt)ns. stamcd lor lhc pan-axnnal markcr J>(,p 9.~ .• md 
~X'II'lÍIICJ llllCI'O,COJIII.:,dh 111 ,¡ hltmk-J lllilllll<!l' to c:..lcul;ttl' 
th•· tnlracp ldcrnn~lncrw libcr dcn~ll\ (IE'\ll'l)l .t<.;Ct>rdtug 
In standurd1zt..:d cotlllllllj! t:11l.:r1a . 1~ · 1 ' l·ot ,di -;tuJv parttc
ÍJlO! IIl~. Ct\ltllllllll .dtcnwlt\~ ~.ll l \1.!' of 11.:111 upathy wcrc 
e\d ltkd bv vJLamm B1 • f')l l. antmuck::u anllhothc;;, and 
...enrm clc:r i'()phore:-t· ¡¡ nd mt nrrnt•fi\.tlton >o.:rccning .1 

' 

l't' lcnti.tl pa llll rpants wuh a lllllllh htsllll') PI ncuropalh~. 
rndepcmknt of Jw hctc:-. or with :1 d:~ca"l! b.unwn to be 
.tS~OCIHLCd \~t th nellrl' l'•lthy. 'i\ll;h :t' hcpallll~ C, ')'>l.:lllic 
lupu~ crylhcmu to~us. nr St6grcn dts~:asc. wcrc cxcludcu. 

Pain Evaluation 
Tht! 1\umcm: Ratmg St:,tlc rNRSl lor pmn ts an 11-

['1111111 ltumcnt:<il P<llll sc<1lc 10- nn pair lll = pa111 ns had 
ns you can unaginc) that assc~ses p a111 bcr'o:c J!UIII!,! tu 
l1cd.l1 ·.,, P.tr1idpmll.\ t".ltcd th<.'Ír p:11n ac~.:nrdllt]! ttJ thc 
utstru~tton. ·· t>lcasc t:nll:r your pam hy ..:trdtng thc numh~r 
hd.m lhat h..:sl dc~crilw~) lllf piltn. tlll "'entgL". 111 th~ l:1st 
24 lrtllll~ "Tlll· l'at1en1 Global lntprc~~tt·n 11f Ch:tn .!l.' S..:orc 
rl't,JC,¡ 1s a 7-polllt sc:tle thut cva luatcs thc tmprc:sswn ~_,¡ 

dwngcs 111 pain ( l = 1cry much h.:lh:r LO 7 = vcry mudt 
\\tlfSC). JI \\il'> u.;etJ IOclaJUatc tbL p~:I'~~IICU llllpi'O\l.'lllCOtS 
111 thc NRS. ' \~ a 'i<'.:'I)Odar) endp11int. Dml~ Slccp 
lnl•'ll'erent·e l DSI J w,.o; .~~~cs;;cd bv hl· p: IICI•l lll an 1 J .. 

pmut ranktng s.:alc. " Itere U -= p¡fin t liJ not mtcrfcrc Wtlh 
'lc..:p tt' 10 p.lin ct•mplt:tdy mtcrli.:r..:d 1\l ll sl..:cp. 

Stalistical Analysis 
lhc malllt uh.:llmt..: \\,1:. thc me·.1n ~..:Mt• (,,, pain whtk 

tnl...ing thc maxim;d tolcrated Jn~c of pn:gahalin. Thc 
lllllllhcr of l';rrudpiinh lo trcal 1\;1'> c¡¡klfldtcd t'll th<' h•t ~" 
Ol preVIOliS CSlll113ie~ Of l'art:JnL:C, \\ hci'C 411 rartH..lp(IIIIS 
"ere rcqutJctl lo pl'll\ tdt: 111..: slutl) \\lllt :'\11'}., p1m·cr 111 
th: t c~·• (\'o!Lh a ~-,ldcJ ':J. nf 11.05) :t me¡¡n Jtll~rcnc~ in pam 
1111 ·n,tll =:... 'll''u in thc ,1\cr;¡g.; >t:Mcs ;ti \\Cd: -1 in cao.:h 
p<: i inli 'l O u tlt..: ha~l'> of prCVit>ll\ dropt>UI r~liCJi or 
,¡pproxitna el~ 10° "· lx m.: .:akula•t•J that tf +! paucnh wct>: 
elll.,llctl. -111 1\uuiJ collll'lete .tlltt..:·ttmelll p.:riods. Patwnls 
who l'omplctcd al kast _trcatmcnl pcnod~ wcrc mcludcd 111 
tlil·cllk'.t~o:\ dn.thsb l'.tll.:llhllilor.~:•ivcd;~·IC';l~' 1 th>,C•>i' 
thc study. m..:dlt:;lln•n \lerc 1ndudcu 1n tht• analys1s of 
tul e . .,'- .: 11';."..:1~ 1>.1la 1\l.'r..: ~umm.trÍ/t:d tks.;npttn~ly .md 
'lwdcl.:d 11~111¡.' uppn ptlllll' .•:tallsll~< 1 liCllwJoln¡;~ . 

1)2R 1 www. lintci'llpaln corn Cn¡m ~f.!/;1 ' ~fl/ti Wollt'r. l\7u ',., flc,lf h IIft . r fl, i~/11., u'.l('n'ed. 
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lnslilut ional Review Boarrl 
llu: (tillo.;' .llld thi:' ln\.:,U¡!:lllo l ll B·'· nlo; or L'lll lrhll· 

lloliPII .lflJ'llflVI'IiiiJ~ '11111\ ,111J lltí.' \\l'lli~ll lnll1rD1t'tll Pll\llll 

h11111 ,\11 tilo: ('allt:llls !;tgncd llu: lllhtmt,'d ( •lll''><'lll 
l >,,~_um.:nt~ .m: prPtc. 11:d 111 otJ I o~rduH:> 

RESULTS 

Demographic.s 
01 lht: -1~ p;•rtrctpant:~ t'lli•Jikd _q t-5'nl 11.::rt: \\Oill¡;ll 

1 Jt.:-tr mc:Jn .1:;c '';¡" 'i~ ~l.'ó,r'S (t:mr...:-. 'lJ h-. .')) ). Illill}-fihtt 
p.trllCJf'.Ulh i.ad II·G (.1 mean fol'tmg !!luco~ "' 
11 7 ~ .:1: IU ~ mp •ILt ami 11 hatl Ot ti f,¡ m~:u. 2-h glltd'''' 111 

1'7~.1 .1. JI\ (1111[; dlt, ,\IJ p.Hih.'IJ'.illls hnd nclln\p;¡ hK' (,¡):¡¡. 

.:ral pmn m th..: f~o•t:l, prl>tlt:~bi:'le~ • • md :1hnurm:11 ahn•mnal 
11 1 ~:-..: s c\: lln lll.llllltl lllll'>lll 'J .. ~- 3 ~ pninl-;l Cl•m•h,,r,lllll,!t 
(IL•Iinlll! nc·urnp:Hh1.: f1.1111111'1.'111dt:t¡; lo the rt,Vt~'ti delinilltlll •>f 
llt:l ll'l•p;ll lm· p.lln. 

1
" lu .toldition, 1 ltt• lllc':lll <JS'f 1 hre'h"ld 11,15 

.N5l' (~'i IP ~ll l 'll;•l' 1\,IJill SCII~HII<lll. (>,1!\ ( (1 l!> J: \ l 

IPJ ~c·ld "'-"lb.tltt•n. ;tml 10 l t 1 fl lP {.1) IJ\ for \ thratPn .lll"f 
\llu~h .m~ ,¡hnormal ;¡,·corrhng tu our l.."t'lllrüll!ltlllp. <)s \lfl 
1\,t' w1; 1mp.ml-d m nll p.lrttl1J':'llll~ \\llh :1 mc.m "'·' .:.11 
\O¡ttm¡: ,,f ti.~~ mL tO to 1 ml.1 ·¡h.: lllt':mué'l'\.: lihcr 'en~ll\ 
11.1~ 7 1 n .. ·nc· fiix'h pcr mm 1 • .t- ncl'\c hhcr, p;:r mm\ 

·ntl!n:: 1\\.'rc no d10crcuce .. ll<'l\H\:n p.lrthclpunt'> 1111h 

lll1 ;111,1 IGT. T\\n p;HIJCt[l.tllls !44"ol \len: pl .. t\.·h•l n•,. 
P•'lldcr~. nnd - JK!rllllp,llll> ( ( ';"" 1 \\ CIC fHí:g:th,thll 111)11• 
Tl'~f"'OIIlk' ' ~. Ten p.ITI t(!tp.ml s '.H'rc furt he: C\~lt 1 l.:d lh•m 
1111.' '111d~ (l'ig. 21. 1~cnl~·~i\ pill'ltlip; t nt~ 1\'etc..: igihh: lnt 
th..: l'tthS-0\'CI liÍlll. 111 l>~.:p;lll 111 ¡J¡,• j!I'I'IIP ,¡f Jlt'!!ah.thll 

lnllowed h} [ll:IC<·ho and 1 (1 b~.:g:¡n \\ llh pluccho ro IO\\I.:d h) 
piCl'llhahn Thirt~ p·:n:J:Ill nr tlw p .• nictpa lis ll'll'li 

Ut'CI:UTIIIW('lht::n .IS ,IIJ IJ{'l't1~11Hl.l1 hn•:Jktltrl•Ug.h ,rn,,lgc-:1.: 
thwugh•)llf thc tn.t1 P.uticipanl~ \\;;r,· l!hlrl!CI 1 l•• r.11,' 
p.1in hcfPri." th.: a~ of .t~C'IUJ!ltn<•phcn ¡,, a\'• d nwd
lftc;ttt 'u' ·• !1 n r:mng the ue,gsr..: of p:un 

Thc NRS of Paín 
11 .. • 1 c.ll '-IRS l•l p.11n .ti t·ntn "·'' X.2- . ,tlll'l 1 

11cck '' ' sulg•.: h,11d plac~:b"·'l \l:t• 7 1) i 1 :--rs ,,,, ... 3h''., 

rred1 J!XIi• N1'1.ropn1hy 

h.·h•l\ h s•t ht, sft.:r 1 n1i111lh ''' smgJ,•-I>hn.J pre!!:1h:dm. 
\IIth H \¡){\ r,dUc'IHill f(• 'i 1 - ::.J 'flll'111 )'·~ 1\ J'illlll· 

í snh t :·"""., 1 \l.:rt• di¡Hhle '"' th~.: ,1,•uhl.:-hl111d ph.t-;.: P:11u 
1\ ' 11rlhe1 tcdt:..:.:d 111 thc dtlllhl<: hlind prcg:ll•altllllllLI tht.' 
th• 11 '1h:·hl111d rla~:cllll fi'<HIP' ¡1.~. vs -1 O. 1'- ll tliHII 
1 l it.:. '\¡\ 1 \ltlll'll!!lt h•1th rmup~ hnd "''lll'hl.:r,thh 
lt:tlll<~,.,¡ p:llll, lh~ i.Jtrl'c1Clll:l' \\:tS ~l.l11~li<.':IIJ~ 'l~lltlic.llll 
hctl\~1!11 lht• J'lt:g.th:lltn .utd thc: p1:tc:'d10 p!la~c~ ( u-1. 
- I.P !11 O 1(,, /' - Oll!IOj 

OSI Scores 
i\1 .n ~. 11 {17: 'ol paniCip.t!ll!> h:ad .1 IJSI scorc Clf 1 

l'frl'l' \lt:tl JnJ h.td 1m patn\, ~:-; t 1:>0 ~) ,!al.:" u ,c,,r: ,,, 2 
tsb·r ,ahnost ¡¡JI lll<!hl, hut w:tl.e up 11 ith pam), :llld 11 

t'l \"¡¡) ¡!<llí! ,, ~c.nc .. r.< ¡o;h:cp r('alh Jl"'''') h.:L·au~c t•lllw 
p.11111 1 hcn.· ,~.:re rh• 51it ll~ll~'.tllj 'll!lllliC.tn l ch<111¡l.:s \l'lllt 

f'l itL'i!hP Ci r:td~o~ llllpl ''H'll ~H'lltlit•:lll ll) :lf1l'f s111gk-hlind 
prt•g .• haiÍil' i'J C3tl''~•l p lllit.:it'••lll' gr;t.l<'d ~l..:cr itllcrft:ll!ll<:l' 
as l.lht.2"""1.tduc-ycd.q!!adcPI:!.;tndonl~ 111"u)~,I\C 
.1 'i'llh; pf ,l 1 /' 1),114)1 IJII, R:~JltllbC Wa' llll1Jillli111Cd 

thluut,h thc tn:t l ll •r \lit 

Global lmpression of Chiln9e 
l'l~IC ~con:- ,,f 1mpr<'' eme ni 11 ''' J, 11cr.: :1o.:htcH:d 111 

1\ p.¡rl!::::!f'.Jnh (1:! 0 n l 111 &he l>lll!'k·-blmd pl.n:~·btl, 2h t-ll"oJ 
llllhl· -mglc-hlin.l ¡'lfC¡!.sh·tUn. :!1 t)l•"·ol in th.: dt•ubk-hh:al 
pn·r.•h.tlin. ,mJ :.n t3l ', 1 111 tite dnuhlt:-h!ind pl.lL'Ch" 
flhii\C'>. ( 11\'ho!ll¡!l."d ~~'lliL'S \1.:'1~' :h:1llt:\•'tl 1 1 211 rarlt..:Ípoiii!S 
•·llí'' .. ) tn th.: , ¡ngh:·hlllld pl:u:dw. ¡.: 1121 .. ¡ itl th;; ,íngk· 
hl11td pr,·¡whalin. 5 Oí"u 1 i11 lh.:- d•'nhft:o hlmd Jll'c~.th.tlin. 
:11111 r, (11"u¡ In 1hc dt•t lhk·hhnd pl:u.:d''' pha~t.:~ Cfig.. JCI. 
\\o1 ~l'!line W;:JS :l~hit.:IC.I in .;i parttnp:1111" ( 1;:\n ,) 111 ih.:' 

~tnt:k--h l ntl í'fal.:Ohí', .:: (6 ·l'' .. t 111 thc ''n~lt·-hl1nd I'TC· 
g.d-:tlm. 1 (-~",) m tht: douhk·-h1utd pbl'ch.."l, ..11\ti lll'llt: m 
the \lnuh1c·hlind prc:g.!h.tliu ph.e~""· 

Risk Factors 
l'ai1J~''I'allt~ \\llh hmcr p·un ~t•rc' ('\RS· ~ ¡ JTI lh: 

l11111hk b1111J prt:f3h,tllll ph.1~c ha.t sl.llt~ l tr . .ll~ .;¡,;.ntht',IJH1 v 
lll!.!h.:r lh:O..:I · f) 1<.:\\'l!> 17 S 5. 1 "· "2 ±: .2.-l !it,a~ 1111n, 

--¡ Pnc'!t•a orop-oul 2 

> Preyabalh Slll!JIC-bltrul drop-uUI 1 1 

r !!•.ClHI"¡I fm:,\ lOe Slolrt•¡, 10 1 
----'~> · lnl•11•Har·l In mecr1 r.lltlon. 3 

• De:-,llned lo flo ilt <:IPC.lto •1 
· UnatJ!I! ro quantlfy p11111 :J 

[rontmeN r>'riod 1 10 ]<- l 
dr"f! platellO) 

~--J Tt!lC1tnoent rer~ 2. 16-
L (Piucobn wug; __ , 

FIGURE 2. Stud~·llow Ctl,trt 

1 nf'l'n:,:l:t :!fl!(l u,,,,,.n A'/:¡tt''' ff,•¡t/1/t lt~o 111 "l.i;'"' ''·1• r11 11 www el nteal ~hltn com i l)_21) 
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FIGURE 3. 1\, Mean Nurncnt R,thng Scdle (NRS) P.J11T B, Dclily Sleep lnterference Score. C, GlolMI lmpre~sion of Ch .. nge 

1' = 11 111 1 1 he y also hml (m..,cr ¡iJ,uug ghtt.:l)"~ kvd' 
1. 11 ó _ 1!, \ "· 1 ::!3 ± 15m¡; ú 1 1. hl•d) rrw:..• tmk:\ lB ~11 ¡ 
1.10 .i: 5.6 \ '· 3J .!-: lJ..II, •tbrallon tht.:slwld~ (lOA \'' 1::! 1l 
\'U). ami L [:--JS scorcs (7.7 vs. \UJ po111t• l; h1men:r, thcsc 
tndic.lll'r" Ut\1 tll>l n:ach sltllsllcal s1gnifil;111.;c 

The Preg abalin Dosage 
M.1X1mum tokratcd do~.:~ uf pn:¿;abah11 wcrc /'i mg ti 

in 7 p.trtk1panh. 75mgjhru m 12 parli.'i¡~ants. 15llmg.lbid 
111 11 pt1TI1Clpants, anJ 'UIJ mg hid 111 1:> p;JrLrl!lp;tuLo; Th~ 
nnb •üdc cll':.:d \\,1, tlinnt..:s~. which 1mpain:d 4 par1H:1prnt' 
lrom tncrc:hlllg prcgab;thn :~hn\C 75 mg d .• llld ~ partl~·

tp;¡nt~ d¡s¡;ontmrll.:d lhc 'llld~. l'hcre "a~ 1 nonscrwus. 
rwss;hl> 1datr.:d ,1tlwr~c c\clll comisllng tll u 1<111 ami 
rral:lllh: of llll: mclatars¡r( hnncs \\ hlk Tllllllll1g dm\11 !he 
slur• ,11 night. 

AGEs 
In :1d1h11on tn mcasurmg laqung <>cnun glur.:o~c k1·ds. wc 

u":d 2 Íllll1'\41liw 1r1casun:mcnts lo dctcmtull: the,l!rum k\·ds 
ul ¡\(,Es. pcrlntmcd sm1uhmicm1sly \\llh the me:ts'\llemcnl nf 
ftstutg !!lt 1..:u~ 1 lrghcr k1~·1, of A<.,ts wcrc lound 111 par11c 
tp;tnL. 1\tlh abm•mt<1l IL"JFD (IU-\ IC,71 \~ 'i'>'\pU mi. 
l' O 04 EUSA. 14Jl- vs "5l'imL 111L. /' 1'\Sl. 

DJSCUSSION 
Our reo; 1Jt., 1 1 llt1, ~m.,ll p1h>l stud} 'ho\\t..'d lhal prc

gahahn 1111ght JliOI'C lo be uscful for thc m::;llmcnl of prc
di;~lx-tit.. "111all-liber neuwp;rt h1c pain pcuJin)- r~'ull~ f1 n111 
lurgcr studtcs. n,c PLJLs ~hO\\CU llliJ'lfii\CiliC:Ilt 11\41"' ollhL 
p¡¡rlu.:tpants 111 tht" ;inglt.>-hhnd rrq; lhilhll phJ!>C: and 111 i(,'' ,, 

m 1h.: J,1uhk-hhnú pn.:gabalm ph.1~. DSh ,u,rc:- \\Cit: :Jb,, 
hcll~T m lhc ~ingk·blinr.l anJ thL· Jnuhk hhnú prL·gab;rhn 
ph:ISt.'' lt 1~ pl>~'thll.' IJt JI lhc \X;th:r l(ll.llif~ of sJccp lL'I.:lllil1h 

li•r thc stgnific;Jnl PGIC 11llprm·cmcnl RC1iults are ~•m i lar lO 
th1''<: 1l•wtincd in p.1inful diahcti1: ucUnlfl.lllr} .~. ..u 

I ntcrc~ung. '. paructpant.s wnh lugh.:r fhllll seN e~ :11 
cntn (NR~ 1>! lJ or lO) hatl a lul!hcr B\ll 01 7 9.2 \:. 
2') L 4. {' O 011), )o\\Cl )[J\Tñ ,~-lit:' ('>.~ ± 2.9 ~~ 
7.11 :r S.J ncrvc fibcrs pcr 111111; /' =(l.(¡~¡, .uul lnghcr 
\ibt:1lion thrc~h,,JJ~ iu th~: QST ( 12:! = 1(, '1, \'~ 5 ~S~ 3.11 
VU: ,, = n 01 ). l·asun¡; .utd 2-h<lllr 'Crl1111 t~lur.:n'c k\ e(, 
wcre ~i1111lar lx-t\\Ct:ll h1ghcr <tnd h)\\CJ h;belínc• f1•11l1 'Ci.lrcs. 

.1'> \\CJI.' Lhe diatll<>\es ul' ICiT 111d IFCi . l \~ll thPu!!h 
'ome pClpulntion:based !>tttdt~ suggcq a gr<1dicnt for tilc 
prc\ a lem:c l'f ncu mp.11 hy \\ h~:rc i 1 m a) be the lughcsl 111 
part1c1p:mt<; wrth mantfcsl drabetc' mcllttus. JolJO\\Cd b) 
individual~ wllh lG1. ami th..- l ea~t tn Ilh>'c \ltth II-G.41 111 
~•ur stud:r ¡xHIHnlei\S1t) score:; ;1ntl parn Cl•llln>l 11erc 
similar in panio:tpanl~ \\ 1lh IGT 0 1 1 FG. 

l:or lln~ ~tudy. wc us~·d Ih~ cnridlmcnt c:ro~~~>\er stud} 
ciCSI~n tkscriheJ b) Ho Cl al.¿¡ Thc lllllin ath .llltagc or thc 
LSC D IS lhc cllcdin: cr¡¡Juatum ~,¡ r.u uóp.lllb \1 Jlh pain \\(u, 
d1d ·¡ot n:'r•md to placd"' and rc'P('IIúo:u suc..:c ... ,fully to thc 
l'-•l\C tu:~Hmcnt bclon.: ~:<'nlnnung 1\> th~ 111::-.t ph.L<oe In Ihc 

'l'<:t'lltl ph; 1~. tk pa111c1panh wcrc cnmp;trcd 1\'tth thdr t\\\11 

,,_.,n ~ 111 u dnuhlc-hhnJ pha:.e. Thc mlluencc ul' c:onl'oundrng 
cv1 .tn.Jtc' \\',1, il\ 111d..:d ''la: u \!a eh p.tticnt 'el 1 cd .• , lu ... or h1·r 
nl\11 C<11llfl'l ,\ s 111 vth.:r cunr:ltmcnt o:ross<Jicr 'tudrcs, 
lklcmunrng tite cnten.1 lilr tn.:a tmcnt rcsJ><'ll'c during thc.: 
cnm:hment phnsc was ;J lll:ljiJf s-.uc ol tlns Je-.ign TI11: 
'1.111 lard lldu\llh'n uf .t \'hnil.:all)o tmr<wlanl impwwment m 

Sl30 www.chnicalpain corn ( op1r1•:h: 1 :;(IJ(¡ JVo{lr•r ~ K/11111'1' 1/e¡¡/t/, l11c ,fl/ rig/rt\ ¡·,··"''\'('e/. 
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FIGURE ·1. lh• mo•,,n tlollly p.lill sco•t• f)" tdcd t>y the 

clmlL'.ll lll.t's of p.un lh:r.tp'l"S tl'tng lile 11-p,,mt r ffiL'Il~-: 1 
p.un r:llmt: ~~-•le has h .. 'l!n dclincd a~ ~..hmc:tll} trnpart nt '' h..:n 
a reduc11011 , •1 ·•J'Pf<):\ltn •• tdv 2 pt•m•, "r a Jft" o h:lllf~ tS 
.tlht~H~d ' 1 In \lUr 'lltÚI, p:un t..:ducunn 1\.t~ ,h,,·rvc.·,l 
hci\ICCil h.t&;ehnc ,1nd sm!!J.:-hhnd pn:g.th;Jim. hel'.\ en l':t"l:
lm,· .md ,Jpuhlc-hl nd prc~th.thrt, .md b.:hiLX"n tlot '1..'-bhnd 
('lr~gah.thn .l!ld d •tilt!.:-hlttHI plan·h,t, hr't\\'l'\.:r. lh • gre:11cr 
m:t!!tllltale ...,r thc ·hflcrcn~c wa~ ·et·n bctl\l't'n h,,.; m..: .111d 

•.mgl.:-hhn.t ptl:f,.th.tlin \\'e ~. .... tllll.tiC thlll thl.' m.tg¡lllt ,k.,¡ lh.· 

fC'.J't11l'C 111 1111.' dll\tt.ll.'·bli nd Cf"o"'~<.;tt\l'f p..:onc•J 1\"1 1ld lt;l\ 1: 

lx:cn lnglwr tf \\C h.ul t tiCl\.'<h~'tl lhc: dnrallo)ll ,,¡ 1 '.ll!lll'lll. 

giH'II thitt n:~pon~· ratcs L:nlltintll•d tn lttcr.:;¡sc ht:t\\ en~ .1111 1 
1 llú'b ¡1 ig . .:1 1. " '' il lht• ll,!'•hC~ut pniO<I h.td lx:~n lot~g<:t 

\\'.: dl.'lin~J "ddinth: n:sp11nd::rs'' as th.,,.: tmli ult:,,t, 111 

ld1Pit11h• ~ RS w;¡, 1">~:1•)11 5 .d l!:t tlw d.,uhk-hlind ..:gab,lltn 
ph.1.<.tl (.tlll'r lit.: ' ''''son:r) Ovt'r:11l. 2: (i:j".,\ ¡1: lll p.1t1h 

\'.1.'1~' ,h:hnll,; IC~J'< thh:rs .111d <'111\ X p:llltCiplt t~l~ au 1\){.S 
i't!II\I:Cil b und b .11 !he ~"mpl.:ll••n ••l thl' ~111g l.·- ltud pie· 
1!:111:11t11 ph,¡se Dctllltte r:='J'<Hllkrs had 'lall'lt all} st<;· 
mftc:uul~ l11l:'her 11':-.:I·D bd, t".X • :> 1 b. :5.2 r 1 hlx:rs 
mm. /'- 0.011. In .1J,It11011, IISIIng glu::•'>o: li'vcl' tnd H!\11 
\\~fl' r•)\\~1 lllll.:Spond('rS 1116.:.16 \S. 123 i l:n 'dl :ln,J 
,11 ' 5 (¡ \<>. ~J 1J ..J, rc;<;¡JéCII\d: ), ulth:llt!:'h lh~ 11J".Ill>f~ 
dtd 1\tll rc;,t~h st:llt~ttcal ~!,'lltfic¡¡ncl· Thc:se llmlm ' ~11!!.!!1.!'-l 
th,.t p:Uill'1p.I!IIS \\llh oh¡C'Cli\C m,lll-l:r' r•l dtr~'\:1 r mrJtrL'CI 

nc:ru· daml!,!L eh; ng.-~ 1•.:n: "'"'' rc.~J1<'H-'''" tu ttca llo.'Ol. 
Smtlh el ni~., prl~ ¡ously o;;h<•IHtl lhi.lt 11·!\!I•D mrd:tlt'tl 

\\llh hlt;IU:r )e\d<; or J,¡~llll!,!. :;luco;;c. \\ i: oloSII fl' nd a <lt!

lllfiC'alll ts •..:t:111••n \uth nhnonn.tl I~J·n. dcf1 xl ns 5 
nenl.' fth.:r; pcr lllJlltmctcr .• md htgh.:t l.l~tm!!. glu <•-.e !, wl, 
tlifl-11 ~~ 117 t 'ltlg<ll., /' Ott51 In mltlh\11, \le! 

ftttmd !he .,;1m..: ~.:om:l.lllllll 1\ nh hti!h.·J l.:1d~ :.f .-\(.;( ~ 
mL'.bttrNI thwugh R 1 \ nthl 1• 1 1 S,\ 1\1 an~ c•f th cO~'\'b ul 
lt)1X:tghn:1111 1 ut'e mcdJ,Ilcd h) ""m'tli'vmatic gl)t'< ) l.tllon of 
rroh.:lt1~ .mcl th.: r .. nnalton ,,f.\( .1·.._ T!lt~ piten m. :ton h 

.t~:cel..-ralcd undt't' crondttlloll' \\ [,er..: 1 hl' glu~·r"" t:•lt ·..:ntr:lflclll 

lhOUi)h lhl 11•.\1 

...... 
on 
Q9 
"'"' t::r 

t~ dlhlllt<.lll} lu¡:h l11e IOIIIU11ml of \GFs h 3 I."OII'C'QII~n,-e 
,f long •'l\l'lNtr.: 10 h) ¡"~~:r~l~l."cmr.t thrnugh !he dkch t,f 

nmu:ll/)lll:tti.· ¡:lvcalton 11f pmte1ns \Gl:' roml.llll>n is il''•ll· 
d,tll'll \1 llh '11 U•'llll'l'·flt'1Cih1fl .tht'r.IIIUn) nf ¡tfl11('11~. SIICh ~~ 
.:·•11:1 •en. :tn<l p;1111cul.trh 111 lt'Stll:' 1\h..:rc ;ht:~ J'rnlt'lll' 
,I~I.:UPlltl.tiC ~l• ,, Jlus 11\llOI.itl\C dt~'(IH'f) ~llpporh thc ltf.?:l 
th.tt \lll· liHm.tlh•nm.t pl.l\ 11 rol.: ,,s a awdJ.llttr Pfdtm:u.: 
ill'ttmp.Hh~ 111 :tltcrc<l ght(t'-L' st¡¡h:"; 11 n:matn' líl he dttL1-
tl.lkd \\ hl.'lh~r ll'o h.mllllll t'lk.: t h :i Clltl"-'<JIIdlC:L' 11! Jng)u:r 
k''l'h ,.¡ tlw~ pro&IIICl~ "' lullfl'l' •':O.i'<'~Un.• In \ht"i.: prütiu.:ts. 

lnl<:t.:~lingly. th.: h¡¡·,,·lim: p.11n mtL'Ilsitr w;t~ not 
·'''"u"'''tl 111111 tlw l'l"·l'•lll•·•· r.tll'. ~l.!rllm t!'u&:nsl' l·vc:ls, ,., •. 
,\(il.~ lhmc1cr. do:1in1 tc re.,p¡onrlns h~HI a ht,!!hcr IENr 
d~ll,ll\ iu ~l.iu bi"P"'' <llld ¡,,wc1 \(iE> m th.: s..: ttt tn, 
~ll¡!(!l'~llll¡! lh.ll tite IL\d tH•nre,ponlJc:r, 111 .. 1 ht• .11 <1 more 
:uh óiiiL't'd l'ltlllt':ll ~ I,I" L' 

1 he hnHI.Illt'IIS ni th;: ·aud' \\cr..: th~ hu.:h numhcr ''' 
p:trltt tp.LiliS wht1 dtd 11•H lllL'Cl ,·,,e .:rucn .. 1 lo~ cnlclllll! !he 
d•tllbk-hlllhl I.'IC""''' cr pha~c. 1111~ as su.: dtmllll,hl'd 1 he 
Jlll\I CI of lhc Sltllh due "' th.-l&)\\t'r numh.:: .,fp<triiClp.tnts, 
.111d o;,unplc (.th::ul;llu ns tor 1111., l\fl<' ofslnd) .;hould .:cm· 
ltldcr •>tth thr"'-' gwtiJ'S that ttl.t} be cami!Jnh.'' ic1r lht' 
enndnnt'lll rh., ... e A ''"'·'' ltnlll.llh'n 11:1~ tlw lugh 
tl''I'Oil'l' 1.11~ th.tt conllllltcd to ma~a~l'. mdudtng the 
pl:•~o:hfl ph:t~l', tlcspit~ llll' l\:tsh•1Ul ¡x:r:,•ds \ !'.co.;t•nd 
rautlnma¿,tflilll nnJ h~nul'r 11 •hht)lll pcnod:. ma: h,l\ l' prc
\<•nte'tl lhC'\C ICSf!<lllse' rtn,l)h, IJtc IIIIH'I\lllOIC ntéllh>J~ for 
qu,.nuf~•ng \C .t s th.11 11cn,· nu.:n~urrd in lht- .;tudy tr<•m 
I'HI•>h" .tnd uwd.volc slruct tllt'S nngmat1..-d b} non
il"•l.lli\ C p.tllll~.l}'> of fllii.'O~, whcrC,t~ l•lh..-r COI11tn\!r,·t;ll 

k ti~ mc:.tsure thclll pnm,tnh fllllll .f!l) O\:tot. a f'W.ltiCI ,¡f 
gh'""" U\ld.lttmt l·llrtl111.ll<:h, IOtlll k1'ds •li ,;,·rum \Gf•, 
Cl'ftí'l,tlc:d bo:ti\Cl'll 1"1111 mclh·~d, ,,¡ meOI'>Ilrcmcnl. \Ve 

¡•r••ptht: .1 litrgt:r 'tmh 111 ltll.:~ltg.tl.: th.: mle ol ,\(1J:s .md 
lheu ~.,,,rel.i iÍtllls lo 1 1 '~ 1 () .1 t:d p.tln rc,;rnn~c 111 pt.:· 
.ft.tht:IIC .;¡,¡(('<. 

:?11/f. ll't>lrn., A/1/ll t/ f!c •,¡/¡!J, /111 1 1 m:lrt.\ r;''' tTr'd www.cllntC<tlp<ttn.com jl)J 1 
Cnp~ nght 1 2016 \Vlll ers "- IU\.\ cr 1 kalth, lnr. ,\11 right-; n.:scn cd 



(irm:u/1•:o·llullllt' , t uf 

REFERENCES 
l. !k- Vt:~l !-'. I}.:Ut:r ,1\1 ')!cilt•!III Cr lD. c:l al Similar ''·~"•·u· 

r.u>rluht~ n4' .mJ rcpmJuc;hJitl l lnr thc \V11ri<J llt~thh 
Url'•l!ll/,l lt•lll .1ml ~m~·n~.~, ll l)¡a(...:t~ "'"ll:t.tliüll ".tt..:o-.: lolet
:trxc: ~3lt'j,!l'n<:~. 11¡.: 1 h>(•rr ~!lid~· /Jitd><"/c., C. ar<' 'l.~!lL:! '.411 .J.t 

' ! ·.rr.tnllllll 1 \la,.<;;<ro \>l. 'iannlpl~'' f\1 '1 1! l'l;~sm;o ~:luco'c 

k1\.'b a~ pr..:d o.:~o,,·s ,,r do.ol>• le' ·n,t \lni...u C·t l >Ja!l<!t~ 
~lutll. f)¡uh.toltlt'l 1 2011•1 ~2:!\11\ !<:?·! 
s~p~ic:tlll 11). Sn111h \G N·· Ir<.•p: 1 tl1~ ns.\1><.:\;¡tcJ w1l l1 pr~J•a· 
hclc-,: 11ha1 ¡; llCI\ 111 ~(111~ (un /Ira/• a,•p. ~lltf'·'? ·Cl~ -1:!4 

..J Smgktnn J IC ~mnh ;\(¡, Hwmh.:r)! \lB. l'amJul scnsnn 
p<~h·nc•m•p.!Lh) a''"";! IL·d 1\ llh ltnp:tiL CI I .;'itltou"<! "J.:I':tnl.'~ 
,1/ tr•• {¡ \ei\L 2(11'1, 2-1 122' 122X 

~ ' "'cl l.l SI' hllU.:dll SI. G,>klstl!lll 1\1. Thc fn:qucn..:y of 
umh;¡cn<~~cd .J:a~t.;, ;¡uJ tllll'"lrt:tl ¡¡luce,.;.: tulcr UICl" 111 

~ubr~ct< w1 lt IUH'J'<Ilh" " 'ISII ~ m'urup.1 th;, . .lf11srlt• \'aw. 
.:oo l.~-1 l :.::•) 1 ~31 

t• Sumncr ('J. "hcth S. Gnllin JW, <>1 ,¡) Jiu;~ ~I'L"drttm of 
!1Ctlr<1pall1 ~ m .llai~<:tcs .111J 1mp.nr.:J gluco•'c l<~h:C,IIIL'C. 
-\ t'/11'11/u¡ 2()(13;(10: 1 fll> 111 

7 Smtt 1 ·\(, Sm,l'II:Hitl J R l1upa11 cd ·•fuco"~ wl,•t.lfi<C ,11111 
llCIIIIIp· ¡ tiJ~. Xo·urto/o_ci\1 10il?í,l l ,,!<- ~'J. 

S /it!glcr 1>, lÜ1tbmamt \V Didi!Ju~ T. el al f...t)RA Sltllh 
(inlu¡-, ~:urop.ulnc rau1 111 J¡ab.:tc •• pn:thahctt'' .md IIIIIIUal 
gHJl'<h<.: l<tlcr.uh.:t:' r ltc: f\!ONIC.\ KORt\ ,\ug;;hw¿; SUI'IC)' 

S2 :mJ --~ /'<1111 \/ .·,1 2!1119.1 ) .NJ -11>11 
'J. D~ck Jll. f),d PJ Di'll'<:l!C pc'hlrcump.llll\ 111' D)clo.. PJ , 

llll>lllcl\ I'J. l'<h Plul.iddpltt.t \\ ll <.;;¡ mdct;; l'i<)'J .. '':'-2":'"· 
llJ. 1 dtlman EL. Sh.;'~lh C\IJ R1•\~1 J\V, d .11 l.>i.d'lt!H.: 

nclllor;rth~ In li!)lt>l S .:el Currmt /?,,."''1' •1 l>ml-c·tn. 
Plll~<tdclphl.l Cttncnl C\ h:diwtc: 1 '1<111·7( X.!. 

11 S ngk-hll' JR. Sm1th AU.Ilrmnl'lC'r¡; f\iO f,,·¡,abcLÍ ¡m:v.dl'nC'C 
•>f nnp;urc·J ~lun·~c tulcrancc 111 patl(lll~ \\Hh p·~tnlul >Cil"'lr~ 
Jll!lllt>p;llh\ llrrti•t·t•·' Cun·. :!Oili~o.l l+l· lo!5J 

1~. Dhts''"' S. V11:h.ov;¡ 1!. llnt•ictkov¡t M el ul. Jlr.:di ;J h.:!c~'carl\ 
,J:;¡I\,·to.:~-Hsso~tut.:d ncurnpallw preúomJnJilllJ 1muiH:s ser;. 
""Y 'mall f¡b,·rs .1 t•.·rirfwr \n1 'i ·.11 ~1112:11:3·11-1'(1 

13. l>d>> J.l. Ctmpbdl Rf... .;;~:~ter Sl\1 el .11. Ol¡¡bciii..HCitnJp¡llh\! 
.m itiiCil>l\'C rcVJL'W, . 1111 J Jkolrfl Sr : f'full'm. 2WI4:h l lhll 173. 
l.jUtl. 115-1 

1-t -l.tVL'CJ /he u L. Sn1.dl lit.:rncur"fiollh\ ' 1 htnmng pruhlt.•tll 
( lo'\.: < '/in J ,\f,•,/ ~llliY. 7() .. 2'.17 J05 

l.> llollanJ ~R l ro~·,\l~>rJ lO. HaiJcr P. el~~ Sm<Jil·tíl>cr SCU\\11)' 
IICIII'Ill\;lllm:s: di!IIL.d I'UUN: ;ltld ll.:'UI•\)',1! hui¡ o¡,_'\ ,,f tliil'pUihÍ<: 
.:a:..e,. ,.¡,, \, uwl I ·N~:-1-1 -17-)!> 

1 h .Singlcrnn .1 R. b 1lt.;t l hlll ant! rrca•m~nt ul prunlul ¡•cnph.:ral 
1'' iync:urvpath~ . . ~umu V'""''· ::'00~.~5: 1 s<, 1115. 

17. Atl.tll\ . L'ruc:cu (J, Ban•n R. el al. El-NS ~utu ·lm~' on lhc 
ph.trmat:u],,g¡.:;,¡J l lc<llnll'ltl nf I1CUnll'llilh11. pi;lll ,2(11)9 c\Í~Inll. 
f·w.l \1 ·uroJ ::IJiO; I~ IIIJ 1123 

1:>. \\'tld .S. Rugh~.: <. •. Grem \. el ,¡J C) lob:ol p1~1a!t:ncc ni' 

Jtabt•t•-s: c~IW:l;Hcs r'ur Úll.' yc.Jr .::.11(1(1 .rnJ p1VjCCIKHIS lor 111}•1. 
[1¡,¡{•1·1<-.\ ( "'"· :?ml-l.:!7.104'1' 1 U'.l 

I'J. IS.:n,lolllltl1 Si\1. 'v;tldc7 1<. ( i l"Í" l S, el ni l:''llll<ltcJ tiUlllhcr n i 

aúul.- wHh prcdwbct'-"> 111 thc L'S 111 2001!. "PI'"'hlllltÍ,>;; for 
prc:~t:nlh>n. /)ltli~·rt·> C11rt• .2U(l3~C•·CH5-t>4<) 

211 <l.:¡,, 1 S. J.un.:s C. ür.:gg EW. •'l al. !>.alx:tc, nsl rc,[udHIIl 
hcha\ll'IS ~mun¡: l S •tJults wilh pn:J¡;r hctc'i 1111 .ll'rn ,\1,•.1 
2tJIO.~l-o.40> -1f1U 

21. h•'}nlugcn R. ~tro.w~ J... . C.nl'Slll'-' T. ct ni. l · l lic~t~. ,¡f 
Jllq~ab;dm lf1 ncul•.>pntluc pdm CI¡Jluatctl ut a 1.!-w.~J... 
nttltlt>nu,cu, u•'nt>lc-1 •i111J, mullk'l:lltrc. plal'e-h<l·t:unlmllcd tnal 
uf 11~\ti•k· .mli lhcd ,lu,~ rc¡pmcns l'mu 21KJ~: 11 ~:::~-1 ::'1•3. 

~~ 1-rampton JE. Scott U. Prq:ahühn. !II th•' tn~.11111t 111 , ~ ~ pamftJI 
Jt.!h.:tic p.:nphcr.1l ncurrol'llh\. /lm-.:< ::!Oilol,(l-1.;:¡.: 1 > :'S.!() 

2.\ li l) 1\\, U.ll:l..vn¡,¡ \1 \.fu J, d :tf. rifiClCII il>'~''ll:Citl 111' 
ncuruputh~e J1·"f1 Jnlg> 111 l'<lllt'llh ''''11 sm.all fi lx:r 'CH'lll' 

IICUI'H(llllllcs . P11111 .!flll'l.lli JI¡ ::'·1. 
l.J J\l.ti~ 1.17 fCtd,•tl .S. R.a:lidJ I'J. c t .1!. ,\ti•.Jnt~d gl)t:u>YL•tilltl 

cnJ pndtl~ts 111 pallt:nt• 1111h J:othd¡c n\'Ufll¡>ollll\, .V T:n~l J 
.1/u/ 1 <J'J 1.,2:'i.S:\I• ~.t2 

93~ \WNV.cfínicalpain.com 

Clu1 1 f>ai!J • Volume 32, Number 11, November lO 1 t1 

:S \ ;l ll !lgb.J IHI K. \1~:1 lli1 / , Shtt<billlil K. el 
11ut~r"~'-.:n~.;c ,¡ss;¡y l'or lth<IH..:ctl t!lj.:alilltl t tld 
h!Pc•J tli;J ullnc ,,¡' tl:.tlwtu.: pallcn l~. 
¡<¡111, J7.1J-lK JJS3 

,,¡ src.:tlk 
rmJu<:(> 111 
:\f¡ ltll1tl/rllll 

:c. (mt:l lo ~ H)pcrglyc;rcmta·thc hnJcc hctii'Ccn notH.'l17)'ttl<~IIC 
g ~~·.111<111 i111:1 ••XtJatlH: ,;r~~~ m p:illill¡:~· ~"s 01 ,hahctt;; 
l·vmplkalh m~. f),"i•,·tn ,\un ,\ /,•¡ ,,¡,, 1''11'1,1 ~ 42 -11• 

27 C.ud:nas- l..:"n \ 1, Dto~.~-Di;u 1'. \t •to.;(k,. \h-dtaa R el :11 
fihl,tCitlll ~ cntn:<.:tiii .. Hl1Í<'II I<• 1k "' 11\'tn 1 , ,¡ 1 "l.llh< :cnc,is 
t.lc la Jt;~hctc' } d cmt·t~·¡ nncnlú (Glwau 11 .1nJ prutCIIl 
C l<~,slrnl;m¡; tn the Úlllhct~., nJ ~ ~··:ug p.llh<'~CIII:M~j R¡"llltt 
,¡,. lme.wo:at7r•" Cf1111111 :!Ofl\1/> 1 ::.05 iZ!I 

:l~. Smglcto11 R, U1~b~ U Ku,sdl J. ~~ il lh· U~li1 l.:lrl) 
]\;cur<'POIIhy Sc:ol~· a ~CilSUive duuc;¡J 't:ak f1' ~.lrl) LCih•'ry 
prn1Lltnilt;t11l ll<.llrnf~illhl .1 r, nph(t ·''"'!' \ "'' .!li()i'i.l' 
~~~ :!:'.7 

2':1 Rast m P. Hulfrnun l , Yurk.:\\K/ L. ~~ al P;~gah.rlin m 
suhj~l'ls 1\llh p;¡in rnl dh1hct1c ¡x:riplwral ucurvpathy n"n¡: .111 
1\S,\lD (,u 1 th~r p;¡ln Cll11Úith•lt<" a J •uh1:-hliml Cl'<'""'t:l 

,,11,1) t ¡,, 1 1'.1111 ~no~. l l!puh ·•ll..:,1d "~' rnntl l'~lln 

"5%M51 
1(J 1\ilh'lll..lll [)mf,~·lc' -'"•>L'I,Illon. ,\mcn.:;m Dt~llcl.:~ J\,,,,t·ra· 

iun: Rq1vr1 ,,¡' t!t,· c\¡)<.;:rl Ct llllflllltt:c 1111 lite dr.1gm•,t.- .tnd 
d.t"l!katillll of J¡; ¡(x·IL" 111.lhlll' f>r,ti•, ;n r ,¡r¡• 20113 2!• 
'\~ <;1u. 

.11 l'dltcr \. Sm1lh ·'\G, Ru~~ll J\\ . :.:l al Rd•ahtlll~ 111 
tJilolll lllitll'l: ,u.Junw l••r 1\l>ll rd1..:x 1L:sl111g und qu;utllt.uln•· 
"·usnn tc,llug 111 11\!lll<lP.Jlhl uf unpancJ "luo:u't' rc·~ulall<lll 
11'"'' \'tllt' 21HJ'J,1'1:5:9 :i15 

~::! Lnt;laud JJ). Grtlll":lh (IS. 1 .-rilll~hn (J. l'l .ti. J'r:n.:IJ..;l' 
f'·l fllllo<:b: r tht: ~v;ilu;tllllll ''' dl<t;d S}llllll<'lrl\ l'••h• ~un1palhy. 
t l ~o.· r••lt: ur ,lutoiii)IIU..! tc~1mg. ncl·,·c hl!.IP.~~- antl sl.tn htilp~) 
1.111 C\ idcn~..:-ba~tl I'C\'ICI\ 1. Rcpn 1 oi th.: \mi'n\:.111 
t\ caJ<:IH' l•f t\curni<'J:'I , the ,\nwnc·an A<\(>Cl<~ llllll 111 ]\;<"nr~.•· 
111 \hl'tll. lr .md Ek'l:lrnd iJgncl\:ll \h. IKtnt. am.l thc t\mt:n..::ltl 
ÁL.'.Idcmy nr 1 "'',¡..:al f\lc,hcmc :111·.1 Rchahtlatalloll ,. \J 11 
2110'1' 1 : ¡.¡ 22. 

H. K~twcüv WR \\ cntld,ch<Jicr·Cwbh G. \\ .. !1~ D. l ·,e uf .,.,in 
hi''P'' ~nd skm bli<lcr 111 ncurnlugu: p1.!(11<:•·· .1 C/111 \ ', 11,.,,. 
111111< tri Ur.1. ~UU<l, 1 1'1(>-.:;rlol 

J4 l)p\\ n•c \\'\\' . Lc.uham P:\. Rl.in.l \·\t. ct .rl S tu'"~' 111th pam 
r; trng sc;d•·s. ·!1111 Nltt·mJt /),,, t•H)j.r.~7t<-JKI 

l" btrtiiT n ) tllllll:J. H'. L11\ l ur~·llllo L. d .ti. Clttttc;1l Wlrut l;lll•t: 

of dl;lllgC~ 'ti chronll; p;ILII IIII.'!Nl\ llKOI\ \ITCol 011 , 1 JJ - pPinl 
ltlllllCI'II." pa111 lolllll¡! .,¡;;¡¡~. p,ll/1 .2001 ' '4:1 -1<1 15:-1 

~(l. r:n 1.1r J1. Prttdtcll \'L, R,>hm~nn \l. c • . 1! 1 !1\' dinic:!l 
1mport.mcc uf e han¡,'<!' 111 llw U lu HJ nllm::nl' 1 almg -c:lic fl•r 
11'1\f~l. le<l'l illl(] ;11't:T<1g.C p;IÍil l tl lC!l>ll~: ;111.d}SC~ t)f lhil.l fT\Jlll 

dimcal tnal' 11f tluim.dtnc in p.un dt~orJc 1 s . .1 !'aire. ~O lo. 
11 10'1 1 1 )<, 

P.1rsnn~ B. l.!mir U. Knnpp 1 . l.:' 1111111111!' !he· IÍill~ In 

lll1PTO\'Cil1cnt ,,r ~lc:cp llllt't t't.:rcm:.- mch pn.-.~:.tb<Liin m p;~l!cnto; 
111111 p;unful Ú1. 1 '>~cu: ncllrop;llh> .~ltl l jlo,t ftcrpclu: ncur.dgt.l. 
• 1111 ./ f/wr. ~() 1.5:22:25 7 -6~. 

J¡.. ( .ilrou 1 U,uk;. JC\l , l11 IJ , e t a l l'o tnlr1pt1 1 n.: atl\ r. • harx~nt·n. 

lol llfl<: 111lut L<lll: hm.t lH•n "'' ncuwr.1 lt k paitt a ""ubk·hhnJ. 
r.lndomr,,;d <:onlrullctl c1nssmlr t11al 1 lllt'<'l :t~)'.l;.17~· 

1 :!5:! 1 :rll 
111 Tr~d~ ltr>. kll)(;lt IS C:tm¡>i->cll 1:-l. ct.ol l\curopil!ht,· p¡¡111 

Rcdcltnlllon uuJ <l gral1111i! ~\-~lcnt fur chmc~l ;¡nJ 1csc.m:h 
p ¡1•1SC~. \ r•m·rdugy. ::!OU~:71l 1 (,,111 IC• 15 

-10 Ilutfnmn C. Stat:t'l llR. rudnnan .\1. .;¡ ~1 l!Jfu:~n ami ~afc¡y 
of pli!)!~thoillll 111 tl;c ln:a lmc111 of p:iiiCH I ~ \\llh ¡xllt;luicltal"leli~ 
th;uropalhl .mtl fliUtl Pn 11all.iug. Clm 1 f'ttln. :;ut ~ 1 1.'.1.\(• tJSl! 

.JI l''IP·'""" '\, Vm1~ Al . Zlcblc:- D. Ncnlopalhy in prcdi:•hclc$: 
dnc, thc d,,c)., st:JI I 11d lll!! car i ~·· ·\ot Rt•> Drd<~~'rlll•d 
.!tll . - ,,¡¡:; (o'lrt 

.l2 Sl illl h i\(i. Ru~~..:ll.l. h:lcht!Olll l..:.L. .:t ,¡l LJfc,t;·lc 1111crvcmwn 
f<•r pr~-J¡;¡hc!H.: ncurPp.llhy Vmhct•'·' (-..,¡¡,• ,::1)1 111. ''J 
l.::•q !'')•) 

Copyright ¡ · 2lll6 \Volters Kluwcr 1 kallb, lnc. All nghts rescrv.!d. 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 



1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

INFOR 
/ 

E TECNICO FINAl 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 



1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

.\rchiu• uf l\l cdkal Rcsca rch •. Jul~ 2l)1 6 

ORI G I'l \L An IIC L E 

T i tic: 

Longitudinal Changcs in e II~Uiating e nccntmtions or t\dvanccd Gh·c:lltllll cnd Products. its 
Assol'iatinn \\'ith thc Dcvclopmcnt oC taherc" tvtellitlts in ~lextc.m p(lpttlarinn 

Running Tille: 

Longitudl!talchnngcs nf \(lEs anJ Dli~1ClCs \kllitus 

\urhors: 

1 1 U ·¡ r· ' '' h 1 ~ ¡· o· o· h J S l e· r .¡ J ¡· r R e '1 . tzc n 1c. tll1l'I1CZ · . ::.u tses wz- l<JL . orgc. a nh:n.lll astro · . u ta cri.!Z amos , <"'ano 
Cirdctws l dm". Jos~ Amomo Alvarndcll Rtos1 1 

• .Ju.m Carlos Aunostiuue f3:Htltst,t" !!. Ricardo 
( orrca-Rotterh. Cario!> Alhcrto AguiJar Salinas', Fernando 1 nrrca11

• ~ 

''Pn1gram of Posl<.h:gn:t: in Biologtcal Sttcnccs and l k<thh ( PhD :-.tudcnt). :\utonomous 
l\h:tropulit:m Uni\crsit)' ~\.1chímilco Jtit. ~k'<ico. DF. ~h:xJ~o:n. 
bDcpanmcnt orRcpmductl\c Biolog~·. 'Dcpartmcm ~,f;-\cphroln!!\' antl ~linera! ~letaholism. 
'Dcpartmcnt nf Entlocrinnlog). ~at10n· lnstitutc 0f ~ kdkal Sctctt<.:c.., and :'\utntion 
"'-,tlvador 7uhmin". Mcxi~.:o. DF. \kxi,:o. 
·c.cntcr t()r Population t lealth Rcscarch '-Jntíonal ln<itiwtc nf Puhlil: lk<tlth. nntl 
'1Epídcmtolngical Rcscarch l 'ntt and 1 h•alth Sen ices. \kxt~o:an St""~cinl Sct.ltrity lnstitutc 
Cucrn:waL·n. ~ h.,rclo-.. 
~Departmcnt oC Bwlugical <:ystcm"i. Au~on('Jllnus \ktrnrh,litan L 111\\.~rsttv, '{ochinuko Unit. 
\ ,kxicn. DI·. vlcxtco. 
1Program nl Pnstdcgrce in Btochcmit:al Sctcnccs (:VIast\:rs stud~nt). f'.-.tltonal '\utonomous 
Univcrslly oJ Mextco. 
~Facully o!· J ltghcr 'l tudics "7nrngo7a". N.llional 1\utunomow: Untverst ty oPvkxico, \.kxll'O. 
DF. i'vkxtco. 

\ddn.~s' rc.:pring requests tn· Eulise::; Di4/-Dítv. Dcp.ut<llllt:ntn de Biología de la Rcpwtlul'cilm. 
lnslltlltl' t-..acinnal de Ctcncw~ \'kdtcas¡} f\.utnctón "~ahadt1r Zuhirún". \ .~ ... ctl Jc Quiroga f\.ll. 
15. ( olum.t Bdisario Domtngucz <.:iccc1·n X\ l. C.P. 1-10~0. lkkgación Tlalpan. i\lcxico. D.r .. 
t',l(:.xico. Tel..<"') 54R7U900 Ext: 240, . E-mail: c:uli:-.csdlít )ahoo.com 

1 



JJac/¡gmund. D1abülcs \ilcllltu<> (DI\Il) is characlcriJcd hy lhc produc110u and ;.Hxumulation uf 
m.lvtmc.:cd gl}cattun cnd produds (AGEs). \\hich are idcntifi!.!d as onc oflhc kt'y met.:llanism::; in 
lhc UC\'ciOptm:nl or chronic Cl.Hnpllcations in subjccts wilh D~L 

.·lnns (~f'tllc studr. To üvaluatc Lhc longitudinal changcs in órculaling AGEs conccntration$ tu 
rrcdict the dt:\ dopmcnt or D:-..1 111 u cohort of \ rlcxknn individuals. 

.\fetlrods. A cohorl of781 workt.;rs lrum thc Socwl Sccunl~ lnslitulc in \rlorclo~. ~·lcxtco. \\'as 
studicd Clinicnl t1nd mctabolic paramctcrs wcrc obtam~.:d <.~ml scrum AGEs conccrnr:Hwns and 
olher 'anablcs in a basclinc anJ in a second sarnplc obtarned scveu )Cars latcr ''ere measured. 
·\GEs ''ere quantilicd by a spcci fil rmlil11!1lll1li110assay dcvelupcJ 111 our lahorutory. ;\ssocwllon 
bctwccn chJnges in l:in.:.ulaling levcls of AGEs ami tlcvdopmcnt ofD\,If w~s cvalu<~tctL 

Resulrs Thc uiabetic subjects had higltcr circubting le\ cls nf AGEs than thosc nonnoglyccrnic 
or with impaircd fasling glu~.:osc 111 botb samples :-;lllJied H7l vs. 246 une! 342 ~tUI!nL. p <0.001 : 
iHlJ 912 vs. -128 and 51() pUimL.p <O 001 ), rcspc..:ctivcly A multinomiallogistic rcgrcssion 
analysis shuww thal subjccts who had AGb concentration ~450 ~tUtmL in the baseline ':iampk 
had a rcl::nt \'C rrsk ratio of 1 O. 7 lo c.lcvclop Df\ 1 <>e ven ) c:rrs !oler (p <0.00 1 ). 

Conclusions. Ctrculnling .\GEs com:entrali~m is a good carly markcr tu prcdícttisk nf 
de\ cltlptng Di\ l. 

lú) \ \ or ds: 
AGbs. lnsulin n~sistancc, lmpaircd rm;ting glucosc. Glucosc tntolcrnnce. Diahctc::; Nldlitus. 
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Introduction 

Acl\unccd gl)cation cnd prududs (ACir,:s) dcnvL:d lr<lm glucosc are m0lccular <> trucnm:s 
gcncrntcd ín ,.;,•o by prolonged exposu,e l{\ dmm1c hypcrglycemic likc m poorly controllcd 
-;ubjccb. with Dfvl (l.~) . Early cvaluati< ns of A0Es cnuld he <1 \ uluuhk stratcgy to proactivcly 
dctt!ct mclabolic alterations tn subji.!cls prone to de\'dllp Dt\ 1 (3). ThL' product1on ancl 
<lCCtllnUI<lllOn of AGEs has hecn idcnti t)ed as one or lhc key lllL'dHtnisms in the devdopmcnt of 
chrunic complicntwns ufDf\.'1. '1 hcrcf0tk. 1t i<> thougbt that measurcmcnt of c1rculating AGEs 
LOU)d be íl usetu) marker lO prcdJCt thc r·hronit.: complication\ ofD.I\1. particular!) thuse result111g 
111 chnmic ~idncy dbcase ( -t-1 0). 

In tlm; n.:g.1rd. efforts to dcvelop ~ensitn e nss~tys. as !he onc described in this commu111cnlion. 
nughl help to fill up the lnck of rclinhlc.mcthouology to add res~ impmtam needs in tllc process ol 
dccreasmg the prc\'ali.!nce and cnmplicJtwns of emergmg chronic non-trnnsmissihle discases 
nllecting thc world's hcalth nowaday;;. Hcrcin. we drscnbcd nml vnlidatcd a spcciJic 
rt~dioimmunoassny using a highly spcci~c antiserum ngainst AGEs dcrivcd from g1m:osc. 

l\Iatcrials and Mcthods 

Subj<'( ts Selcdioll 

This study wa~ <.1J1[WO\ed by Lhe Sc1entihc nnd Fthical Re\iew Committcc ofrhc rnslituto 
'\lat:H)nal de Cicncws Médicas y ~utriclún ··sah mJor Zuhiran". (key protocol: ORE 557-12t 15-
1 ). and íncluded 7S 1 subjccts from n co 1ort ofworkcrs ofthc '-locial Security lnstitulc in 
\lorcJos. VkXÍCO, \\ ho 111Ct thc !'ollOWII g mdLtSJOn Ct'ÍíL'na: :::20) e;JI'S or agc, WÍth a !'ull mcuicaJ 
record antl complete laborntory data. ln ti al .;;erum samples (ha<;eline) and tlwsc nller a se\ cn-year 
petiod wcrc rrozen untll nssnycd. All p: rtic1pan1s s 1 gn~u the cnrrespomling infonncd const.:m. 

¡\ 1 e as¡ trcmems 

Anlhropomcrnc mcasuremcnts wne p~:rfonncd b)' lntme<l stafl' fbr tlús purposc. ustng a 
caltbrmcd stadimctcr (Seca 206, f lambt rg, Gcnnan)) anc.l a cJlibrarcd scnle (Seca 872, Hamburg. 
Gcm1any). Blood rwssure vvas mcnsurqd using a WliO appnwcd sphygmomnnomctt:r (OviROl'\ 
HEM-7200. Omron Corporal ion. i\'lat~t sat...a. Japan) 

Bluod smnpks \\ere col lcctl!d alteran t vcrnighl fasting nf al least 1 ~ homs. ncither hn\ ing 
pcrf(mned intense physical nct1vity nor \ngcsted alcohol and frozen utllil assayed. Scnnn glllCl)SC. 

creatinmc. uric acid. total chlllcslcrol. I DL-dwlcst~rol. LDL-cbole,terol and lliglycendcs wcre 
mcasurcd by enzyrnatic colorimcrric llllHhods ustng n:agcnts rrom Potnlc Sc1entilic (Pomte 
Sc1cntific lnc .. Missouri. USA) andan ~utomalcd bioc:hcmlcal analy7er Mintlrny BS-200 
(\11mdnt~' ).-fedJe:.ll lnlemation\ll Limiteq. Shenzhen. China). Insulin and AGEs dcrinxl from 
glucose wcre mcasured by raclio l mmun~a<>says (RlA) usmg n gamma countcr Cobra JI (Packard 
lnstrumcnt Company. fnc., Cnnne~ticut¡ USA). Thc 1mJcx ofínsulin rcsistancc \\'as cstimated by 
the Homeostatic Model .\sscssmcnt (Hcf)~l:\) ( 11 ). Thc estimated g](lrnerular fi ltriltlon rate 
(eGfR) was calculated m:cording rn Ll.!fey et a/111 2009 ( 1 ::!). ami values adjustcd for boc.ly 
~urlace :1rca (13 ). 
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Serum msulin conccnlra tions ''~re m~asurcd by u Rl,\ pn.!\ iously dcvclopcu b_y 1Jur "'orking 
group auú ~:arcli.J I I) \ í:!lidated by Cl)nlpUrl'iOll o r lhl.! n;~uhs with thc dnaincd by the ,.\bbtltl Ll\1~ 1 
uulomntcd bt.:nchlL)P immunocltemistry analyzcr ( \bbottlaboralorics. Chicago. USA).\\ hid1 i::. 
uscd 1'\.lr routuJc mcasurcmcnt of m~ull11 in mu lahnratmy. This mcLhod is u compcltll\'C douhlc-
aulJbl1dy rmllntmmunous!'uy. Thc RL\ has u lincanty rauge from Oto 209 ~dU mL and u 1 
delcction 1 imll or 0.21 ~dU m L. 1 he intra- ami intcr-n~sny pn:!Cisiou coellicients \\ere 6S~u anc..l 
6.0'~.,. rcspccltvcly. No tmcrfcn::nccs \\ ith hcmoglobin up to 150 mg. dL bt liruhitl up lll 15 
mgldL, chokstcrol up to 668 mg dl, and triglvccridcs up to -J.l 92. mgrdl werc found . 1 
!:>crum \GEs cmtccnlralion' werc llll;!asurcd by a spcctlic R1 \ dcvdopcd u1 our luborutory 
( l ..f.l5}. Tltis a::-suy hLLs ~l linearil) r~mgt.: frnm O lol9200 ~tUmL. that in ma~!l cotll..:cnlrutwn i~ O 1 
lo 64 ng'm[ o!' glycatcd BSA uscd as xtandard. wilh u dctcct10n limit <lr:w ~LU1111L The tntrJ-
and intcr-ussay t.:odtictcnts ofvariation \H.:n:: 6. 1 °o and 7.3%. resp~din.:l y No int~rlercnLes \Útb 
hcmoglob1n up to 1 X5 mg/dL blliruhin up to 25' mg dL. dwkslcrol up 1\) ~60 mgldl. .llld 1 
lriglyccridcs up lo :::!6()-J. mgldL. wcn .. founJ. 

Swrisriml ·lna~)'SI.'i 1 
R~..:su l ts <.l l'C c:-..prcsscd ns mean andtts 95u u conlidcncc tntervals. T1Jc dcgrcc or assoctalion 
betwccn Lwo p:1ramelcrs \\as cvaluatcd by simple linear rcgrcssiLm an8 lysis. nncl the asso~.:iations 1 
bctwccn onc dl.!pcmknt \<.triablc nnd many indcpcndcnt v:Jriablcs wcre cstablisllcú by a multiple 
linear rcgrcss1on modcl. Thc compmi•;ou-. of puramctcr:-; betwccn !;.'TOUps wcrc pcrfom1cd using 
8onlerruni mulliplc comp;.u·i:mn tests. lhc ~cnsibilit). sp~..:.:ífictty and lh~ optimol culof'f'\alut.:s 1 
wcrc obtnincd hy thc ROC curves. !'he rc!JIIve nsk rat1u (RRR) nf de\ elopmg uupmrcJ fnsttng 
glu~ose or Drvf scvcn ycars lntcr, in suhjeds tlwt had scrum .1\GEs conccntration~ ut base! me 
higllcr !han thc optimal cuLoiT,aluc. \\<LS cstunatcd hy a multlUomiallngistic rC!;,rcs'>IOll nwdcl. 1 
All stallshcal annl_:7cs ami graph'i \.\ l.!rc pcrformed using STA TA 13 progmm. 
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Rcsul ts 

Fcmurcs wul Clwm.:es in llli! .\fetaholi Condition t~/tlte Sttl(~\' l 1o¡mlation 

.rhsuciationlw/H'een Scr11m 1Ci1:.s Con cntralwn 11 itll Clinic al ami Mcotabolic Paramcters 

T h\; stud~ P''puhlli\lll c~lflSJsted or781 ubjccts: o().:! \\ om~n ami 179 mcn. lnitiall~. 595 \n:r\! 
nomwgl~c\.mlcs (NG). 1...¡4 had tmpa1r ·d l:tsting glu~(l:\c ( IFG l <~mi ;.t2 suftcred t}pc 2 <hahl.!tcs 
( D\ 11. On tlw sccond mt'asurcm~:.:nl ( 7 JCnrs l.!•cr). the nH.'taholt\. slnlu.., ~h;mged. onl) ..t22 "en: 
'\.(,. 24S had lr:G <llld lhc numbcr or thfhcti..:s lllCrt.:<l~cd from .. Q lO 1 1 1 suhjl'cb. 

1 he multipk linear rcgrcs~ion annlysis sing thc u<Jttl t'rum towl stuJy population shO\\ cd that 
scrum .\(d 's CO IH.:Cil(ntllOil WUS sigmfi~nnlJ) i.lSSOCiall·d \\ Ílh hH1logii.':Jillg_l.: [fl Cocr. = 5.n (4.0 1 .. 
6.42): p ().{)() 11. scrum glucosc [~ coe~. - 2.-+<J (2.00-2.97): p O OO ! J. "crumcn.:atinmc W cocC. 

237.ú ( 13U.51-J4-+.6CJ): p 0.00 ll. antJ :senun une acid [fl cocL 2~.9-1 ( 12.76-35.1 1 )~ p 
<O 001 ]. \Vlwn lhL' rcgrcssi<)n moucl whs :'\llnphlicd cx~.:lud1ng .tnlhropC'Imclnc paramctcrs such a.;; 
hiolog¡cal age. wcight, height. hody sut'racc nrca. and s~rum crcatininc (which are induding in 
the estim.tlÍllll of'glomcrular liltratJon rm:). an 111\Crsc .111d slt,'11llic:tntly associatinn hcl\\t:en 
scrum \G Es corH.:cnlr<llH111S ami cGFR. wac; ohscl'\ cd l0 cncf . ...:: -2_.:.1 1 ( -3.29--1.52): p <0.00 1 ]. 

Thc IHWclly ur thc inrcrrclationship hct \'Ccn .\GEs and une a cid lcci us lo agam e\ aluatc thh 
pus ibk a:-;sociation, l't)nsidering lhc sct-tun um. •h.:id C('llccntrations as th~: dcpcndcnt variable. 
Thc muhiplc lineal rcgrcss1on modd. c¡carl~ shnwcll thm uric acid was Slgmticanlly associatcd 
unl) with o;;cnun L:rc·umtnc W co~:[ = 1Íl6 (0.63-1 A~): p <U.OO 1] nnd glnmcrular tiltr.nion rate [11 
~'H~t: = -0.02ó (-n.o:; 1--0.0.21 ): p <0.00 ] ami no! \\'ilh hiol,)gicnl agc. ~crum glu~o~c or senm1 
AGEs cnn\:cnlmtions. 

Ihc cxpcctcd valuc:-. J<1r ... erum AGE~ ccj)nccn tration dcpcndtng 011 the binlogtcal age \\ere 
cswhllshl·d by a "implc l111cHI rcgrcss10ei nwdelusing th¡,; subJCCIS \\ ho rcmau1 NG nnd without 
c luu ~al or mdaholic disordl.'rs dunng ti e Sl.!\1.!11 year-. ni thc study dtJr¡1lion (nmtrol group). Sincc 
thc ag111g process 1s n'isoct.tlcd \vlth :m hKn:mcnl 111 .;;cnmt AC I· .... concl'lllrall on~ holh 
mcasun.:mclliS, hasdmc nnd se\ en year~ later. \\cr..: :uwl)-lcd togethcr lo include thc aging 
pr0ccss 111 thc rcsults Jnlcrprcwuon. Th~; main anthropnnH:tm; .uulmdnholic chamcteristics ofthc 
C\llllrol suhJCcls sdcc!l.:d LO cstimnlc thc rcrercncc '>alw.:s are sho\\ 11 in Tabk l. lt can be nhscrvL:u 
that in hoth. lir"l an<l scconJ measuremJ:nt. .ül dmical amlmct,lhnllc pnramctcrs are in nnmwl 
rangc or \'Cry clnsc of thcm. 

Thc contn,J group wm: di vidcd into stlb. '-1up-. hy dce~uh::-; of agc :md se.\. The rcsuhs show that 
~cmm AGEs c.:onc.:entration mcreast!d o cr thl.! ycars. without sig.niticnnt di ITcrcnces bct\\ ccn men 
nnd ''nmcn. Thc rcsults obwincrl from 1tal cnntrnl group ,mcJ thc s~pamtl!d h~ '\CX are -:;hown in 
table 2. ·r hL· data in '1 ah k J. in~tead of 1 1c U\ll'rnge vah1~:. shn\\ thc cxpcciL'J ~crum AGEs 
cnn(;clllr:nwn c'limmcd through thc '-'lll pk lmeal rcgrc.ssum 11'\\tdd. n>nsidcring thc mmimum 
and max1mum 'alue' \lfhinJc.,gical age llf cach subgn,up a11d thc lnwcr ami uppcr lim1ts ol' 
conlidl·n-:c intcr\'als 95° o ot' mean ohta~1cd ti·om tltl· r~..·urcssi,)n nwdd. , \~ 1s po~siblc obserYe by 
wmp:1ring thc Lablcs. the c:xpc~:lcd ,·alu 'S liw ,\G[, cnnccntratinns c~timntcd hy the re!,'TCss1on 
modcl {Tahk i) <tgrccs "dl \vith !he\ a ues nhtaim:d li·om Lhc t..nntrol sub_¡ccts diviucd b;. 

S 



dccadcs (Tahlc 2). thcrclorc using Lhc rTgrcssion lm,dcl il cun c:-;timntc thc cxp~.::ctcd AGl:.s 
conccntration t()r J parLintL.lf biolugical age. which gin~s an ~H.lditronJl pn;cisitlll tn nH..:Jrcal 
rntcrpreting. Tlu.: cxpcclcd value~ ror ::;crum AGEs conccmrutions slwuld be considcred as thc 
value ofLhc uppcr limil ofconfidenct: intcrval95'~{, ofthc mean lar caeh biok)gical age. 

SawJT . 1 CiE-; Conccmrafiuns a TUl Glrcc/llic stare 

Thc study populalion wa~ dividcd inlo 5 groups dcpcmling on glyccmic stntc initrall) ami 7 ycars 
latcr, according.ll' thc cntcria ofrhc J\mencan Soctdy tlf Diabetes ( 16) as lolhnv!): '\JU· scrum 
lastUlg glucosc -.. lOO mg. dL: lrG· scrum H1sting glucosc of 1 00- 125.l) mg,dl: D\1: scrum f~1sting 
glucosc ~ 12ú mg/dl . 1 he 5 groups li.."'rn1cd wcrc: 1) 1\G 1-I\02: subjccts who al ha<:clinc wcrc 
NG aml rcmaincd )JG 111 thl! sccond mcasuremenL: 2) ll'G 1 -IFG2: subjccts \Vilh IFG holh lllltwll) 

und 7 ycars I.1tcr: 3) D\'11-01\12: subjccts ·who wcrc drabctic bolh inilially and 7 ycar::; latcr: 4) 

NG l-IFG2: ::.ubjects \Vho inilial wcrc 1\G nnd latcr bcC<ItnC IFG: and 5) NG 1-DM:2: .... ubJCCt-. 
1111tiall¡ 1\G who de\ elopcJ DM 7 ycaf'; latcr 

Thc scrum AGEs conccntrations wcrc lowcr ín U1c '\JG group. im:rcased inlhc grl1up witll IFG 
and \\'ere l11ghcr 111 lhc group of subJccts \·Vith DM, both in lirst und sccond mca!'urcmcnl (1 abk 
+L The Jctcrwralion 111 glycemic control ktlto au im:rc<bc in <;crum J\GEs concentralions. ·1 he 
subjccts who werc initiaJiy NG a11d in thc sccoml mcasurcmcm sufll:ring u:um lFG hnd a higher 
mercase in sennu AGEs <:unccnln.llÍOllS comparcd wllh thc ::.ubjcds who rcmaincd NG (256 vs. 
192 ~t u/mL: p <. 0.001 ). Likcwisc, thc incrcasc!) in ~crum AGEs conccmnllions wcrc still much 
lúghcr io subjccts who wcrc mitially NG ami 7 ycars lntcr dcvclopcd Dvl (-+41 vs. 192 ¡JU mL; p 
<.0.00 1 ). 

J he othcrs mclabolic ancl dinical parametcrs whid1 .:orrclatcd wiú1 scrum AGEs con~.:cnlrations 
in thc LOta! popul:nion (biolog.ical agc. scrum uric acid and crealininc cunccntratilmS. as wcll as 
cGI'R) un nol slwwcd significantly chm1gcs outs1uc fromthcu cxpcctccl physiolog¡c.ll \ alul..!s 
bctwcun mcasurcmcnts or between lhc g.roups: only thc scmm glm;ose conccntration slJowcd 
signilicantl} changcs b~.:twccn mcasurcrncnts: Group 1: NG 1-l\02: 85 O (84.3-X5.7)-90.3 (89.7-
90.3) mg;dL {jJ " 0.001 ). in lhc tirst ( 1) ami sccond (2) mcnsurcment, rcspcctivd}: Group 2· 
lrG l-lFCi2: 1 05.-t ( 1 0-l...f-1 06.5)-1 Ob.l ( 106.3-1 OlJ ... q mg,dL (p =0.003 ): Group 3: DMl-0~'12: 

183.6 ( 165.2-20 1.9)-176.-l ( 152. 7-200.1) mg 'd L (p =0.3W~); Group 4: NG 1-1FG2: 90.3 (X9.4-
91.2)-I05.lJ ( 105.2- 106.6) mg/JL (p <0.001) and Gmup 5: NG 1-0M2: ~9.6 (86.3-92.3)-1-W.I 
( 127.2-1 60.9) mgltiL (p <0.00 1 ). A 11 groups, cx~.:cpt lhc o:vti-Dt\·f2, incrcascd its scrum glm:osc 
concctltratJOn ii·om b;.tse linc to 7 vears later. 

Estimarivn uf Uptil1hd Cut<d(fáluc of Semm ICEs conccntrariulls./iJr ,)'creening <d JF(i or D.\1 

Thc optimal cutuiTvalucs l..)rst::rum AGEs cnnccntratinns ti.)r s~.:rceni.ng ol' lFG or DrvJ Wéb 

cstimatccl b) the ROC' ~urvcs using the data Ji·om all NG ami lFG subjccts (n - 1-131. firsL <.UH.I 

secomlmcasurcmcnt Logdhcr). and '\JG and DM ~ubjects (n 1125, lirst i.ll1d scClllld 

mcasurcmcnl togcther): respedi\cly. The Pigure J sho\\ s thl.! rcla tinnship bctwecn scnsitivity and 
spccdicily valucs al scYcral cut poinb, v\hich nllowcd the estimations of'optimal cutolfvnlue lor 
cach ClHluiüon. The optimal cutoff value ior scrcening of lFG was ::::400 !lllllnL w1th un area 
undcr thc ROC' curve of0.69 andan Odds Ratio (OR) = 2.77; while thc t)plimal cu toi1'\'<iluc li:.lf 
scn:cning of'DM was ~450 ~d ftmL with nn arca unucr thc ROC curve of0.82. ami na OR = 6.f\~. 
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Thc prcvalcm:e of TFG and O~v1 in the ~udicd populatJon \\'.IS 29% nnd 1 O'l u respective! y. Thc 
analytical ahLlity ofthe merhocl fnr st:retning lhc paticnLs with JFG ur DM using tbc optimal 
cutorr v~llucs of scrum AGE::; concentrdtion ¡._ shown in Tahlc 5. 

DiagllOS!ic r ·afuc o.J Scrum .·ICF:.\ Conq.:mratiOJI.\ /(.) f'redicl the Risf.. o./ Dcterinra!t0/1 in 
G¿rccmtc Control 

Thc rclali ve risk ratio of chungc in the ¡tlycemic control status udjustcd lhr agc nnd scx was 
estimatcd lhrough n multinomiallokristJC rcgrcss10n model. usíng thc oprima! ~utoff val u cs. Thl! 
. ubjccts \\ ho inilially had serum AGEs<eonccntrminns >-tOO pl./mL. had almoc;,t twH.:e Llle risk or 
de\ doping lFG seven ycars la ter ( RRR = l.9R ( 1.26-J.I 1 ): p = 0.003 ). Likcwise, th0sc subjccts 
who initially hau serum AGEs ~onccnumions ~-+50 pt 1/mf. had appro:-.im~Hely 11 t1mcs more 
risk of developing DM scvcn ycnr" latet (RRR = 1 O. 7 (3. 75-30.52); p <0.00 1 ). 
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Discussiou 

rl1is studv Jcnwnstratcd tlwt mcu~urcmcnts or ,\<lEs in serum usmg uur immunnassay i:- a 
LflJSl\\lHlhj ... trL1tt.:g} 1\l mon1to1 lollg-ll'rlll glyn:lltll: t:tlntrol in l,r<.lcr tu cstablish ·¡dcqualc ami 
prumpt trcalllll'lll 11\lt.:l'\· cntions aimcd at dccn.:asi ng tht.: im:idcncc n r lurthcr chron.u: 
Ct111lpltcutions in subjccts at 11sk to <.lcvclop giLICOSL' metabol1c :tlteratinns. Thc n.:~ults shnwcd thaL 
in thc study populat1nn. thl.! pn!\ akncc uf 1 FG ami DM wa" 29''·u uutl 1 0" '' rc-;pcdi\ el]. \Vhích 
agrccd wdl \\llh that reponed rnthc \kxk:m Natnmallkalth and Nutrllion ~un'\.') 2012 ( 17). In 
addrtwn. this study confinncd thc lugh mcidcncc in thc ~kxican pnpulation ol D~l. with (l9 nc\\ 
ca,cs. ,m incn:a~e or Hl4u u in a l:tl.!-timc ot' nnlv 7 \'C~li.S . ... . . 

In thi:-. study \\e alsn ath:mplcd Lo cstahli-;h tht.: polt:ntial u-:c or scnun AGFs le\ el a:; m•u·kcr~ uf 
lung-Lc1111 glycenm: contwl. ns \\di as. lht.:li.:IS!>IH.:I<Itillll \\tlh rcl~:vnnt dtllll'UI unJ md.1bolk 
pmametcrs. Tlm; study dcmnnstrakJ thal ~L'rlllll \Gl~o.: wen: posith dy as:;ocwlcd with vatwu:-: 
variables such a:-.: lhl.' hil,kHÜcul a~c. scrulll :.ducnsc •111d ~crum une acid and ~:rcatininc 

~ - ~ 

concentratiun!:>. amlm:gativdy asso~ial..:d '' ilh thc ..:UI•R. AGEs lhnmllion inl.'rl!,l<,;l.'" \\ ith agc. 
p:uticufarly am(lllO!'I ÍmportautJy Íil thc prc~CllCC 11l'hígh giU<.:OSC Sl.:l'llllll'llllCC'lllf::llÍun~. (t b abn 
k no\\ 11 ;md should he wkcn into cousidcnuion that glycation i-::. a bJOlogicallahd ll\ identi~· 

mnkcuks th.tt haH: rcmaincJ fnr a long time in tl11.: cin.:ulation. Th~,;:-.c prmluct:; must be rcmon.:d 
•1!:> part 11f the cdl turno\ er lH.lllleosta::.i~ o 1'11 \ i ng organi!'l11s. Tn gcncw L glyt:<ttcd produt.:b .. m: 
dcgr.1dcd hy phaglll')'ll'!:>: the tkgradalion f'ragnwnts are Lhcn rclcas~.-d inhl thc blooJ strcam anJ 
linallj cxtrctcd tn tllc urin~ { 1 X-20). Th~ assndatiu11 obscr\c<.l tn Lhi:- ~tuJy hetw~cn AGE" <tnJ 
lll"ll a~td conccnt ratinn~ is um:lcar. sin ce no L'\ 1dcncc ~x ists on thc role ul urk ;rctd 111 thc pron:ss 
of AGEs torm<tliuu. !lo\\ cvcr. thc ncgativc and ::;ignili~..:;.ml asS"ociatíous in this stud: uf AGb and 
urie acid with cGI R might suggl.!st that kiunc\ .1s llllc t\1' variable-> t.:mnmon bct\\ ccrt AG Es and 
uric acid conccntrations. 

\\'~ also cvaluakd th~,; scnun .i\Gb conccntmti~m in heahhy subjccts wlrn did rwt dcvdup LfG nr 
Di\t.tlung. thc study. Thi" gr~)llp \'.US suhdividcd hy dcc;~dcs ofbiological agc anJ :-iL'X. Thc 
lindmg thal agrng hy itsdt'\\a!> u Hllitthlc sig11ilit.:antly assm:tatcd lO in~rt•asing scrum ,\GEs 
rcgan.llcss thc se:\ is uf unpnrtancc since it \\ou lJ be ofhdp in cstablishing n::fcrem:c valucs 111 
Mc\.Jt.:i.lll .subjc\.'1'-. lntcrcstmgly \vas Lhc lindtlll-'. lhat nuly in thc 4() .... 1\1 ycar-olJ subgroup. mcn 
sllll\\ l.'d J s1gn 1 fil~illll h i ghcr scrum AG b ~o:t 11Kl'tllnHion en m pared to thc gwup o r agc-m.ttc:hcd 
contn)l \\OlllCtl. Tlu~ Jdlb~:n~:~,; shnuld be lurtht:r sludicd. !:...¡\·en thc high prevalcnl:C ofD1\l in 
this group uf agc in thc general population. As st:ul·d abnvc. datn in thc contwl group allmwd us 
tu cstahlish agc-ha~l.!d rcfcrencc v:Jlut:s of scn1111 t\CiF" concenttalit'llS thal wc bdic,·c will be 
importan! in thc proccs~ uf C\ ,duating trcatmcnt strah:glt.:S un tht.: bases of carly imt.:n emions in 
indh iduals al risk of' de\ clnpmg gluco~e ml!tabolic <tlt~.Tatlons. 

1 he ns~ociations bctWL'\.'ll Sl'I'Utn AGI"'s co1H:cntratinns wilh changcs in scrum glucl>se le\ ds in 
hoth thc ba.sdinc :md in !he scvcn-ycar scrum s:n11plcs wcrc ¡¡naJy¿cJ '1 he rcsults showt:u tbal in 
:--JCr control suhjL·crs. thc s~.·tum AGEs com:clltratiOih inlhl.! 1\\0 s.unplcs sludictl anu thcir 
changcs \\ere lu\\ cr l han i 11 thost.: f'rom :-.u hjccts that pn.:\ iuu.sly had 01 d~,;,·clopcd h ypergl yccm i~t. 
1 he k\·cl o · ;\GEs cnn·dutcd '' ith thc J~.:grce t.'f 11) pcrglyccm1a. :-o thc gnlup ~:~H\~t<kred as 
ha\ ing D\1. ~hll\\' l'U tllr..: highr..:st Cotll.:cntr<llion nr AGEs lll :-.cnnn. lntcrcstingly. thc subjcCL!:> who 
had normJI gluc,,se k\ ds rn lile h<e>~o:llnc samph: ami :-howed hypcrglyccmia in lhc sampk tak~.:n 
!'iC\ en ycars latcr wcrc tlwsc ,,·(w shnwed thc grcatcst Í11t.:rcascs m scrum 1\Gh: conccntrations 

8 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 



1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

ev~n higher than tlwsl? that havc bcen already hyperglyccmic in the first mcasurcmcnt. TI1is 
q¡ggests that thc de\ clopment of o~ r ~~ ftCt:Ornpansed by <lll accelcratcd in crease o[ AGEs 
syn thcsi~: hencc the impotiancc of re~nr monitoring tbe c:erum AGI:.s conccntrat1on in c:ubjet:ts 
v. ith high risk {'lr dcvelopmg o:vt. j 

Jn order lL> ~!>tablish more acnmncly tht diagnostic 'alut: and it.s potentwlusc as .t mnrker nf 
long-tem1 glyccmic controL the optm1a cutoll v;tlucs to scrcem ng of subjccts \\ tlh TFG or Di\ 1 
wcrc c::.LLmatcd. Tn the pres~nt study, tht. hest ratio of sensili' ity nnd ~peci ficity to screcnmg IFG 
''as oht.tint:<.l with a cutoiT' .duc of2:..f(JJ u U11nL and an OR 'al u e o r2. 77, suggesting that 
osubjccts with IFG has apprOXll11i.ltely 3 t11ncs more likclihood tn lwvc scrum AGf:s conccmnuions 
2:-fOO pL imL thal those helonging tll 111~ NG <.:nntrol group. Wíth thi$ cutnfhnluc. the method ¡.., 
able to correctly classtfy 80°11 of suh.JccJs hnving serum t\GEs COllCcnlrations <400 ~tU11nL as 
NG suhjects C~PV = 79.<Jl}o): rcmainin!t 20°o ofsttb.JCCb nol ud~:quarcly cln~sif1cd who havc 
serum AGEs concentratlnns ~-+00 1-1L n~L hcing still Nli su~iecls. Likc\\>Ís~. tht? best ratio of 
sem;itivily nnd spccificity to screening ~rvt wns nblamcd wi th n cutofT\aluc of~450 pU;mL and 
an OR \ alue of 6.83. suggl..!sting that suhj~cts wilh Df\,1 has approxim:ndy 7 limes more 
llkclthood to llave scrum AGEs conccn rations ~451) pU ml that thosc helongmg to the l\G 
~ontrol b'ronp. W1th this cutoiTvulut!, thc mcthotl is ahlc lo correctly clnssil) 96% ofsubjccts 
having scrum AGEs con~cntratinns ....... -do ~tLtm L ns non-dwbctt~ sub.Jects CNPV = 95.8° u): 

rcmaining only 4"·n ofsttbjec.ts not adcqtmtcly c l as~ilicd who havc scrum AGEs concentrmions 
~-+50~LUmL bemg stíll non-dinbctic ~ultjects. Sincc thc :.cnslllVit) and spccificil) are param~tcrs 
lhill depcntl on the pre' ~tlcncc ofthc sutlied condítion, n high n~g.tth e predtctivc 'nluc is more 
imponnnt ft'~r scrccning pllf110SCS. ThcrMorc \\e consic.kr th:u selt:ctcu optimal cutoff valuc.;; are 
appropnatc lor thl.! rurposcs of scrccniT~ subjects \\'lth polcntwl detenor:uion in glyccmic 
control. 

Thesc rcsults can be cxplrl tned by thc l~fLIIWL 111crcascs in serum 1\GEs con<.:entrntion dcpcnd tm 
a pl'C\'ÍOUS \Vrong gfyccmic control. imtjnJiy dllC tn a StJ[C Of insu}in rcsistC:l!1CC. fo J]OW-Llp Jater lO 

thc dcvclopmcnt of IFG. glucose intulerancc Jlld D~ 1. Inckcd and bccause the fnrmation ur AGEs 
1:> a "Jow proccsslhat dcpcnds ma1nly 01 thc lc\cls t)fglucose; increa-.cs m s~:rum i\GEs 
conccnlratwns are mor~ assnciatcd wiLI tlw prescn~e nf o:vt than with temporary nr transicnl 
stales of Jnsulin rcsJ slan~.:c, m1paircd fa:'ting glucosc or glucosc mtokrancc. llowcvcr, in u 
pn.'vmus :-.tudy m n rar modcl of mctabulic syndrome induccd hy acf libitwn consumption o[ 30° ,, 
sucrose solut1nn during !:>IX months. chn~acrerizcJ hy artcnal hyperrens1011. hypl.!nriglyceridcmw 
without nnpamncnt nffac:;ting plasn111 glucose Jue tn a mnrkccl cnmp\!matory hyperinsulincnua. 
the measttnng of circulaun!:. AGEs ustn¡; our 1mmuno,1ssay. showed thm rats "ith mctabohc 
syndrome ba<.l -;ennn AGEs conccntrautms 1 O limes highcr that conlml gwup. Tn addinon. thosc 
h1gh conccntrati<,ns t'f AGEs wcre redut;ed h) the u'>e ora nntural c.xtracl of HibLscu~ Sab<.lanlTa 
cmploycd to treatlhe ox1dativc su·cs<; of lhc::;c rats ( 1-l). But abllvc al l. a rccent study aboul 
ncurupathy 111 pre-diabetk patlt.:nts \Vttli impaircd fiLstmg glucose. slwwed that lhe use of 
Prcgabalin was lcss etTcctive to rcl1cvc IH.: pain m tlwsc subjecrs who hatllower mtraepidcrmal 
ncrvc tiber densily. \\ hicb lJ;,¡d highcr :st.lrum t\Gl:.s conccntrations meusurc:d hy our 
r:tdininununonssny. Tlus proves thnr ouf nnalytical methodology is ablc lO mensure increases in 
scrum AGEs concentratioru; ussociatéd lvith thc detcriorntil)ll of glycemic control, which promore 
t1s~uc damagcs due tu lhc toxic etTcct o l· gJucose, even in pre-dinbcuc statcs ( 15). 
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Other tnh:re~lmg aspl:d obst:rvcd in Lllli: stu<.ly ts thc Ütd tllnl dc~pitc thc .;;;crum glucosc 
com:cnlralhJ!l was nol incn.:a::;cd. but rathcr dccrcuscd slil!htlv in thc scconcl mcasurcmcnl in lhc 

~ J 

DM subj~cts. Lhc scrum AGEs conccntrntinn' mcrc<.1sccl vt:r-y· signtficanll). Tlús cunlirrus lhat 
synthcsis ni ,\GEs and thctr hannJ'ul cllc~.;ts sud1 a::; prutcin cross-linking. mnong nthcrs. may 
conltmlc cvcn lmtil Jong time .üh:r lhe :.crum glUI.:osL t:lllH.:cnlraltoll!-1 decre.t~e m e\ en rcltrrn lo 
cuglyccmw, as it hns hccn prcvwusl) suggc.;;;tcd (21 22) 

As llH.:tllwncd belorc. tlle main objccttvc oJ'tllis sludy was lo cstabli::;h thc ,\SS\lt.:!<Hmn nf \Gf'~ 
gL:tH.:mtton with b10log¡cnl agc:: ami serum glucosc COIICC!IIrallou. Tlus 'lratcg; all(l\VCÚ us lO 
propu!-.c:: that timcly itkmitication ofinúividuals at risk (AGEs ~-1.50 ~UiluL) may be ufhdp lo 

dccrcasc thc dcvclt)pmcnt of Di\1 and thus prcvcntmg futurc wmpiJ~,;Jtwns 

Fina ll y. it is impori<1lll to point out thatlhc 'ust ma.JOI'Il) o!' ~tud1es on '\Gb in D~ 1 ancl its 
COmplu;atÍOils have f'ncused in the establi::;hmcnl of ru>~tlCIUlÍUll!:> bt.:l\\CL:rt ~t:I'Ulll tlltltll tissuc 
, \G b ami g.l~ ccmw, m el utling ur uot thc pn.:seucc ur dmmic complications. In this study. ''e 
hu ve not un! y de\ clopcd a ncw und rcliahlc mcthodology 1<'1 mca.-;urc i\GCs bul also this .... tud) 
~,;nnLributc:-. in c::.tablish111g the relercnce valucs 111 a sample or 1Vkx11:un individLt.tb. \\'e hdic\ e 
that dut: tt) the analytical v<tlldlly of'lh~.: lllliTillllL)<ISsa)' uscd aml prcscnted hcrc1n, it C<luld he of' 
mnjor u ti lit y in clinicnl practicc nnd experimental studics. 

Conclusions 

Thc:: rcsulls obtamt:d in lhis sluúy coulu he ol' clinical hclp by scttmg up carly and ~,.;ost cflcctivc 
mtcr'\ cntion::; uimc:tl al controlling th~.: prcvnlcnc¡.; oi'nh.:t.lbl)lic discnscs ancl thcir chronic 
compltcat runs. 

Ackno'' lcdgnu·u L'i 

Thc group nraullwrs graldull} <ICkllLl\vlt.:Jgcs tlu: financia! supporl grnntcd ol'Scctorinl Pulid fi)r 
l lcnlth Rcsearch aml Social Sccurity. ti·om '\lauonal C'ouncd of~CICl\cc allll Tcchnolng) ni' 
Mcxico. SSA f\JSS ISSSTE-COKAC't'l, 2(} 11: lht: ... uppmt rcccivcd frun1 thc Cpiuclluologicul 
Rescan.:h l nit and Hcalth ~en lees. rvtcx1can StH.:tal Sccurity luslilulc. Cucruavacu. l\Jon:h.1:.. 1iJr 
thc facdltics to rccruJtmcnl of study o.;ubjccts. ami Pmgrnm of PosLtkgrcc in J-3¡ologtc<ll ~c1ences 
<uld HeLtlth. Autonomous \I<.::Lmpolilun U ni\ ersity. Xoch1miko L'nit. ;\ kxico. Dr. Mcxicll. 

Hcfcrcucl'Ci 

l. Cárdcnus~Lcón M, Diaz-Diaz E, Argucllcs-Medina R, ct al. Gly~o:ation and protciu crossli.n.k.ing 
in thc diabetes nnd agcing pnthogcncsis. Rcv lnvcst Clin 2009:61:505-520. 

.., Goh S Y. Coopcr vLE. Climc¡tJ re\ tc•N: l11e role nf' ntlvun~ed glyc<~tion cnd prt)(lucts in 
pn1gression ancl complicatrons or diabetes. J ('J¡¡¡ EIH.locrinol rvtclab 2008:93:1143-1152. 

3. L1 R. Zhang P. D;.1rkcr LE. el al. Cost-cfTe<.:ti\ encss oJ' inlcrvcnltons lo preH!nl antl control 
diabcks mcllitus: a systcmatic re\ 1e\\· . D~<.Ihelcs C.trc 201 0;33: 1 !->7::!-11)94 

10 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 



1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

..¡. Cwbanu 0~1. Olnr LE, Ste!lm R. et 111. fluorophorcs ndvan¡;eu glycatil)n cnd prouucls 
(AGEs)-lo-1\ADI 1 rnt10 i'> prcdictnr r)l diabct1c chron11.~ kidney <1 1\d cardiovascular discasc. J 
Diab\!tes Complications 2015:29:89 -S97 

5 Garny-Scvilla ME. Regalado JC. \~T:Ilacara .1~1. et al. Advam:cd glycosylation cnd products in 
sk111. scrum, saliva ,md unne nmltls bs~ociMion \\ 1th complicat1ons of pnt1cnts wtlh Lype 2 
diabct~ mc11irus. J Endocrino] Jnve~t 2005:2R:22J-230. 

6. LU!s-Rodrigucz D, \lh.irlínc7-( astc1~'1 A. Gorriz J L. et al. Pmhophysiological role :md 
therapeutic implications of intlamm.JLion in diabetic nephropathy. World J Diabetes 2012:3:7-
18. 

7. 1'\ass N. Bartling B. Nnvarrctc Santo~/\. et al. Ach anced glycat10n cnd producl!>. cliabctes nnd 
c1geing. Z Gerontol Geriatr 2007;40:849-356. 

R. R1gallcau V. Cougnard-Grcg(me 1\, ~nv S. ct al. AssocHllion or advnnccd glycation end 
products and chronic kidney diseusclwnh mncroanginparhy m type 2 diabetes . .1 Diabetes 
Compl1cUt1nns 2015:2t):~70-274. 

9. Yamng1sh¡ S. 7vlatsui T. Advnnced ~y~atiun cntl products. oxu.laLJ\'C ~nress nncl diabctic 
nephropathy. Oxid Med Ccll Longt:\ 20lO:J:lOI-l08. 

1 O. Yan SF'. Ramasamy R. St:hmidl A\~ v1echanisms nf Ji-;case: uch'anccd glycati<1n end
prnducls and Lheir receptor in in!hun):nation and t.liahctes complicatwns. :.Jat Clin Pract 
Endo(.;rinol Metab 200~:4:285-293. 

1 t . Matthews DR. 1 Iosker J P. Rudensk itAS, el al. llomcostas1s modcl asscssmcm: insulin 
resistnncc and bcta-cell function Lr01'1 f:1sting plasma glueosc and msulin concentrntioiL'> in 
man. Dlabctologlll 1085:28:412-419 

12. Levcy AS. Stc'.ens LA. Schnml C'Tl. et al. A ncw equatton to estímate glomcrular liltrarion 
rate. Ann Intern Mcd 2009; 150:()04- ) 12. 

13. Verhrneck<.:n J. Van de Heyning P, Oc Backcr W. et al. Body surftlce aren in nonnal-wcighl, 
l)\ en' eight. anu o bese adults. ·\ ~onip~lrison :-tudy . ..\ letabol ism ~006:55:515-524. 

14. Zuiliga-Muñoz A\~. Guarncr V. DíaY-CntL A. et al. rvfodulation ofox1d::lllvc stress m fntty 
livcr of rnt with mctabolic syntlrome¡ h) 1 llhiscus Sahdmifla. [mmunol Emloa Mctab Agcnts 
tvkd Chcm :20l3:J3:19ó-205. 

15. GonálcL-Duark A l.cm M, DíaL-'Db7 F. ct al. [IJicacy of Prcgabalin 111 the treauncm of 
prediahctic ncuropathk pain. Clin J Pain 2015 [Fpub ahcml of pnnt] Pf\,110: 26670() 1-k 

16. \-;sociauon AD. Dtngnosi.:; and cla'>~Jiicntion ofdiabcles melliws. D1abetes Cnre 2013:36 
(Suppl I):S67-74. 

17. 1-lcrnúndc/-Avila M. GutJéJTcL .IP. R~y11oso-Novcron N. D•nhctc'> mdlints in \.Jexico. Status 
of the cpidemjc. Salud Publicn \1cx t013,55(Suppl 2):S 129-136. 

18. Bohlcndcr JM, rranke S. Stcin G. eual. Ad,·:mccd glycatJon end prnducts and thc kidncy. Am 
J Physwl Renal Phys1ol 2005:289:Ft 45-659. 

19. Ott C. .Tacohs K. f-Iaucke E. el al. Ro e or ndvanccd glycation end producG in ccllulnr 
stgnaling. Redox 810! 2014:2:411-4:!<>. 

20. 
21. 

22. 

Thornalley PJ. Ad\anced glycaLion tpld protlucts in rcn:1l failurc. J Rcn :.JlllT 2006:16:178-1 S.:.l. 
Eblc AS, Thorpc SR. Bayncs JW. Nóncn7.~ malle glucoc:;ylallon ami glucoc:;c-dcpcndcnt cross
lmking of protcin. J Sial Chcm t983~~58:940ó-1)-J.I2. 

\~1onnicr VM. Kohn RR, Ccrmrn A. J\.ccclcratcd age-rclnrcd bro" ning ofhuman coUagen tn 
diabetes mcllittl$. Proc N mi Acad Scl U Si\ l QS4:fH :583-5~7. 

11 



1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

Tahlc l. Main anthmpometnc nnd met;Jbollc clwra~.:lcri!:.ti<.:s üfnunm.lglycemíc control group. 
both lll thc basclmc ami '\l'VL'n ycars lat~r 

1 ablc l. Scrum AGE.s concentrations nf normoglycl:tnlc control group divrcled 11110 suhgroups hv 
dccndcs nf age nnd scx 

1ohln 3. Rcfcrcncc valucs by Hg(.! b'Tou ¡~s estimntcd thrmrgh thc rcgrL~sswn llH.H.h.:l orthc 
rclntionslup hctwcen scrum ,\GE concL71tration nnd hinlogicnl age 

Tnble 4. Longitudinal dwngcs in serun .\GCs conccntrntrons 111 subJCCis (i·om thc C<'hort clividcd 
111 Jive gmups based on changes 111 thcu glyccmtc control stall: 

Figure l. Optímal cut off '<tlues of !>t:nr n ACi F.:s cnncenlration for scrcening paticnt:s \\ ith 
i mpaircd fasting gluCL)SC or Diabetes l'vL:lli tus 

Tablc 5. Analytical ability or the meth< tl for scrccning paticnts with impaired bsling glucose or 
Diabetes Mdlitus using lhe optim.ll cut 1ff\ :1 lucs nf scrum AGE~ conccntration 
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Resumen 

Antecedente: Los productos finales de glicación avanzada (AGEs) son un conjunto de 
estructuras quimicas formadas a partir de la reacción de los grupos aminos de protemas y los 
grupos aldehidos de los azúcares reductores. La formación de AGEs es un proceso normal en 
los seres vivos, que se incrementa con la edad de los SUJetos y es por ello que es un marcador 
de erwejecimi~nto. Durante la Diabetes Melhtus la formación de AGEs se mcrementa e 1nducen 
estrés oxidat¡vo, un estado proinflamatono y vaso constricCión, entre otras afecciones como la 
perd1da de la capac1dad selectiva de filtración gtomerular conduciendo a un mal funcionamiento 
renal en estos pacientes. A pesar de la basta información científica disponible que demuestra el 
papel nocivo de In formación y acumulacion de AGEs en el pac1ente diabético. aún no se cuenta 
con una vanedad de mctodos comerciélles ncces1bles que perm1tan medir la tasn de 
acumulación de AGEs en el paciente diabético. 
Objetivo. Desarrollar y va lidor una metodologla analítica propia que nos permita medir 
masivamente las concentraciones séricas úe AGEs para poder Identificar cuales pac1entes 
t1enen mayor nesgos de desarrollar complicactones crónicas tales como la nefropatia diabética . 
antes de que esla lenga manifestaciones clínicas. 
Matenales y métodos: Se realizó la smtes1s qufmica de AGEs derivados de glucosa. mismos 
que se emplearon pma producir anticuerpos policlonales en conejos y desarrollar un 
radioinmunoanálisis Se estudiaron más de 1451 sujetos de una cohorte basal y 10 años 
después y se realizó además un esluclio de casos y controles con pacientes dinbé!lcos con y srn 
daño renéll cron1co 
Resultados Se establec1o un valor de referencia para AGEs en población sana abrerta de 20 a 
85 años de edad y ndemas se estimó valores esperados para la eclad de los sujetos. Se 
estableclo una alta asociación entre las concentraciones de AGEs y el estado de descontrol 
glucémico, así como una relación inversa entre las concentraciones de AGEs y la tasa de 
filtración glomerular. Se encontró que los AGEs correlacionan con la mtsma magnitud y 
significancia con la creatinina sérica, que un marcador especifico de daño renal crónico como la 
PTH. Pero a diferencia de la PTH que se eleva una vez que el daño renal está establecido, Jos 
AGEs se van fom1ando y acumulando paulatinamente y se elevan antes de que el daño renal 
lenga manirestaciones clínicas. Se estimó la sensibilidad (82%) y la especificidad (93%) de la 
med1ción de AGEs para diagnosticar el daño renal crómco (creatintna > 1 3 mg/dL); esta ligera 
falta de concordancia cnlre ambos diagnósticos puede ser explicado por el hecho de que cada 
pac1er1te tiene un umbral distinto para soportar los daños silenciosos que produce la 
hiperglicemia antes de mostrar manrfestaciones cllnícas; además algunos de los sujetos con 
daño renal habfan stdo dializado recientemente y no está claro aun si la diálisis favorece de 
algún modo la eliminACion parcial de AGEs De cualquier forma. se observó que aquellos 
pacientes con AGEs mayores a 1000 microU/rnL, tienen 46 veces más probabilidades de 
desarrollar nefropatía diabética. 
Conclus1ón. La metodolog1a desarrollada puede ser una útil herramienta para identificar 
aquellos pacientes que con mayor probabilidad pu(lieran desarrollar nefropalía diabética. 
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Introducción 
La diabetes Mellitus se ha convertido n un problema de salud pública a nivel mundial tanto por 
el costo de los recursos que se reqt.Jieren pcua su adecuada atención, como por la limitada 
disponibilidad de opc1ones que perm1t+n reducir su 1mpacto. Se estima que abran 552 millones 
de pacientes con diabetes mellitus y 3PO millones de personas con afectt1cion de la tolerancia a 
la glucosa en el 2030 La nefropatfa constituye una de las complicaciones crónicas más 
importantes de la Dial)eles Mellitus e~ repercusiones transcendentes en la calidad de vida de 
los pac1entes y en el pronóstico glo al de la enfermedad se estima que la prevalencia de 
nefropatia diabetica es de 39-50%¿. e conoce ahora qué cond1c1ones como la h1perglucem1a 
crónica y la hipertensión artenal, expli an la patología del daño estructural sobre las nefronas. 
pnmeramente a nivel mesang1a1 para posteriormente tornarse en un daño más difuso que se 
hace progresivo y que a través de s años llegn a mamfestarse como 1nsuficienc1a renal 
termu1ar Los AGEs son estructuras fo adas por la expos1c1ón prolongadCI de protemas líp1dos 
y ac1dos nucleicos a un estado hiper lucém1co crón1co propio de la 01nbetes Mellitus, lo que 
conlleva a alteraciones estructurales ~ func1onnles de estas moleculas ~. '1• Por tal razón, en los 
últm1os años se ha comenzado a e~lum eslralegras terapéuticas encaminadas a evitar su 
formac1ón y/o a favorecer su eliminaaión.,. La producción y la acumulación de AGEs se han 
identificado como uno de los mecan1srnos determinantes en el desarrollo de las complicaciones 
crónicas de la Diabetes MellítusB-' . Por lo que se postula que IC"l medición de las 
concentraciones circulantes de AGEs fudiera ser de utilidad para predecir la evolucton del daño 
renal en el paciente diabético1r: ~"'.A p'sar de ello, clebido a complicaciones metodológicas, aún 
no se dispone de una vanedad de metodos comerciales para medir de forma confiable las 
concentraciones circulantes de AGEs. El diagnóstico oportuno a traves de un tamízaje universal 
es la mejor estrategi¡;¡ pma detectar da manera preventiva el detenoro del estado metabólico del 
paciente diabético 18. y de esta manera disminttir los gastos derivados de los costosos 
tratamientos e Intervenciones necesahas para hacer frente a las complicaciones crón1cas de 
estos pacientes 19

• Por todo lo anten~r. el presente lraba;o tiene como objetivo desarrollar y 
validar de un radíommunoensayo pdra la cuantificac1on de productos finales de glícación 
avanzada y evaluar la asociación dtlos concenrraciones sencas de AGEs medidas por la 
tecnología desarrollada con el estado e control glucém1co y la tasa de filtración glomerular en 
el paciente dtabet1co, para proponer e ta medición como una herramienl"l complementaria para 
el monttoreo del paciente diabét1co q 1e nos permitA predecir el desarrollo y la progres1ón de 
complicaciones cróntcas tales como lo nerrormtia di<~béltcr~. 

Materiales y métodos 

Desarrollo validactón ana/itica ele/ ra iommunoanálisis. 

Síntesis del AGE-BSA 

Se disolvió 45 5 g de 0-(+)-glucosa anhidra (Stgmél Aldrich) y 25 g de BSA (S1gma Aldnch) en 
500 rnL de PBS, pH 7 4. Ln disoluctórl se esterilizó por fi ltración. en campana de nu;o laminar. 
utilizando un s1stema desechable de filtración con membrana de 0.22 ¡.tm (CORNING); y se 
1ncubo a 37°C por 14 semanas. S1mul áneamente. fue preparado un control negativo siguiendo 
el procedimiento anterior pero sin la a~ición de glucosa El monrtoreo rJc la formación de AGEs 
se realtzó med1ante lf"! medictón de la fluorescencia emtttda Para ello. cada semana se tomó. 
bajo condiciones de esterilidad. una a icuota de la muestra se le realizó una dilUCión 1:50 con 
buffer PBS, pH 7.4 y se leyó en n orómetro (Luminescense Spectrometer LS-508; Perkin 
Elmer) a 370 nm /440 nm (longrtud d excitación 1 emtsión). con rejillas de 2.5 nm de apertura 
(Figura 1). Transcurndas las 14 serna as de tncubación, la solución de AGE-BSA fue reductda 
para estabilizar las bases de Schiff for adas y permitir la completa formacion de los productos 



finCJ!es de glicCJción avanzada. Pam lo cual, se é.ldicionó lentamente 1 O ml de una solución de 
200 rng/mL de boroh1druro de sodio a la solucion de AGE-BSA {"' 500 ml). y se mantuvo en 
agilac1ón durante 1 hora. a temperatura ambiente. Posteriormente. se clíalizó extensivamente 
contra buffer fosfato de sodio 20 mM, pH 7.1 durante 3 días con camb1os sucesivos de buffer. 
utilizando membranas de diálisis Spectra de 6-8 KDa. Finalmente. se tomó una al1cuota del 
AGE-BSA para cuantificar su concentración de proteína mediante método de Lowry, y se realizó 
la evaluación por fluorescencia. 

Punficación del AGE-BSA por Affi-Gel Blue 

Para eliminar la album1na menos glicada de la mezcla de reacción. se h1zo empleo de la 
tecnología cromatografía de af1nidad en Affi-Gel Blue. El Affi-Gel Blue es un gel de agarosa 
reticulada, que tiene unido covalenlemente el colorante Cibacron Blue F3GA, el cual tiene la 
cnpacidad de urm especfficarnente a la albumina. Previo a la purificación del AGE-BSA se 
evaluó la capacidad de la matriz cromalográfica pma unir la BSA as! como el proceso de 
elución Posteriormente se llevó a cabo la purificación del AGE-BSA (Figura 2). 

Evaluación del proceso de síntes1s y purificación del AGE-BSA mediante la medición de la 
ActivKiad Especifica 

Tanto al AGE-BSA y como a la BSA sin glical (control negallvo), se les realizó un espectro de 
fluorescencia para identificar una de las propredades de los AGEs su capac1dad de fluorescer y 
verificar su formación, utilizando un fluorometro {lurninescensc Spectrometcr LS-508; Perkin 
Elmer) n 370 nm 1 440 nrn (longrtud de excitación 1 crnis1on), con rejillas de 2.5 nm de apertura 
(Figura 3). Se realizó un analisis de los cambios estructurales ocurridos sobre la molécula de 
BSA debido al proceso de glicación y poder es1imar la eficac1a del procedimiento desarrollado. 
Para ello se <:malizó primeramente la composición am1noacidica, la estructura primaria y 
tridimensional de la BSA nativa con ayuda del programa de cómputo PyMOL v0.99 (Delano 
Sc1entific LLC, CA, USA), pudlendose detectar los posibles sflios de gl1cac1ón en la molécula de 
BSA (Figura 4) y posteriormente el análisis de espectromelria de masa y de focalización 
isoeléctrica, permitieron cuantificar no solo los cambios en el peso de la BSA por adición de las 
moléculas de glucosa, srno tambrén los camb1os en su carga eléctrica (Figura 5). Finalmente, se 
cuantificó por Lowry las concentraciones de proteína del control negativo, del AGE-BSA 
sintetizado sin reducir (semana 14), del AGE-BSA reducido con horohidruro de sod1o. y del 
AGE-BSA reducido y puriricado por Affi-Gel Blue (primer pico, Figura 2); y se ajustaron a una 
concentracrón de 1 mg/ml. utilizando fosfato 20 mM. pH: 7:1. A partrr de cada muestra. se 
realizaron 4 diluciones seriadas 1:2 para obtener las siguientes concentraciones de proteína: 
1.0, 0.5 0.25. 0.125 y 0.063 mg/ml. A cada dilucion se le midió la fluorescencia y finalmente se 
determinó la actividad especifica de cada muestra como el resultado de la pendiente al graficar 
la concentración de proteína de cada dilución contra la fluorescencia emitida y se expresó en 
Unidades Arbitrarias de Fluorescencia· UAF/(mg/mL) (Figura 6). 

Marcaje del AGE-BSA con iodo 125 

Er AGE-BSA fue marcado con iodo 125 (1 125
), por el método de cloramina T, para ser empleado 

como trazador radioactiva en la técnica de RIA. Para ello 1 O ¡.¡g de AGE-BSA disueltos en 25 ¡.¡L 
de PBS se mezclaron con 10 ¡.rl (1rnCu) de Nal 125 y 15 pl de Cloramina T (5 mg/ml) se 
incubó con agitación por 1 min a TA y posteriormente se detuvo la reacción por adic1ón de 50 
~L de mela-bisulnto de sodio (15 mg/ml). Toda la mezcla de reacc1ón fue purificada en 
Sephadex G-100 para separar el AGE-BSA marcado del exceso de 1·2.5 
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Producción de anticuerpos anti-AGE 

Tres coneJOS machos de la raza Nuev~ Zelanda de 3-4 kg de peso. fueron inmuntzados según 
lm esquema de htperinmuntzación prot:mgada, que constsltó en una inmuntzación inicial con 1 
ml de AGE-BSA d1suello en Ad)t.lvante Completo de Freund (Sigma Aldrich) a una 
concentración de 1 mg/ml TranscurnC10s 15 días. se les administro un segundo estimulo con 1 
mL de AGE-BSA d1suello en Adyuvante Incompleto de Freund (Sigma Aldrich) a la m1sma 
concentración Posteriormente, los an males fueron inmumzados una vez al mes. durante 3 
meses. con 1 mL de AGE-BSA en ady~vante tncompleto de Freund a una concentrac1ón de 0.5 
mg/mL Después de cada lnmuntzació~. se recolectmon 3 ml de sangre de cada conejo. por 
punc1ón en la vena mé'lrgmal de lél oreJa, pam seguir su respuesta 1nmune contra el.nmunógeno 
inoculado. Finalmente. mediante el se!fJuimiento de la respuesta 1nmune de los animales por 
rad1otnmunoanálisis (Figura 7). se d~idio sangrAr a los conejos 120 d1as posteriores a la 
primera 1nmun1zación. La sangre obt~nida de cacla antmal fue centnfugada para separar el 
suero. y a esté se le adtc1ono por cada 10 mL, 1 tableta de inhibidores de proteasas (Complete 
mini; Rache) disuelta en 1.5 mL de bu .. fer PBS, pH 7 .4. El suero hrpennmune él SI obtenido, se 
conservo en congelación a 4(1C hasta e momento de ser utilizado. 

Purificación de los anticuerpos po/iclonhles anb-AGEs mediante la matnz de Affi-Gel 102-
AGE- BSA 1 

Se tomaron 100 mL del suero hiperinrr une anti-AGEs, se diluyó con 200 ml de buffer Tris 100 
mM, NaCI 100 mM, pH: 7,4 y se le ~icionó 1.5 gramos de BSA (Sigma Aldnch), y se deJO 
Incubando a 4°C durante 12 t1oras. La mezcla se centrifugó durante 30 minutos a 3000 rpm a 
4"C y el sobrenadante resultante se recuperó y filtró por vacío, u tilizando una unidad de 
filtración desechable con membrana del 0.2 ¡Jm (CORNING). Los 300 mL del suero h1pennmune 
hbre de anticuerpos anlt-BSA y se aphc ron a la columna cromatogrMtca con matnz Affi-Gel 102 
- AGE-BSA. a un Oujo de 35 mUh Se vó la columna con 200 ml de buffer Tns 100 mM. NaCI 
100 mM, pH: 7.4 para arrostrar toda las protemas no unidas a la m atriL y aquellas unidas 
mediante interacc1ones débiles no especificas: cltcho volumen no fue fracc1onado. 
Postenormente se pasó 200 mL de uffer glicina 100 mM. NaCI 1M. pH: 3, para eluir los 
anticuerpos cuyas interacc1o'1es con la 1atnz son sensibles al pH ácido (pico 2). recolectándose 
fracc1ones de 3.5 mL Postenormente, e pasó 200 ml de buffer triet¿:¡nolarnina 100 mM, NaCI 
1M. pH. 11 para eltllr los anticuerpos cuyéls 1nlerttcc1ones con J¡:¡ matriz son sensibles al pH 
básico (ptco 3). Finalmente se lavó la c:t>lumna con 120 mL de 100 mM, NaCI100 mM, pH. 7,4, 
para restablecer las condiCiones de pl-i y fuerzn iómca iniciales. Con las fracc1ones colectadas 
se obtuvieron dos cromalogramas (Figura 8); el primero por reaccion con el reactivo de Bradford 
(medición de proteína), y el segundo través efe la medición de la capac1dad de umón de los 
anhcuerpos por radioinmunoanalisis (m dictón de la acltvtdad Inmunológica). 
Se mezclaron las fracciones corres ndientes a los p1cos 2 y 3. y se concentraron los 
anticuerpos con el empleo de unida es de filtractón por centrifugación con membrana de 
celulosa de 10 kDa (Amicon Ultra. M rck Millipore). Una vez concenlrndos, los anticuerpos 
rueron d1ahzados extcms1vamente cont a buffer de fosfatos 20 mM, pH 7 1. Finalmente se les 
cuantiricó la concentrac1on de pro teína ~edianle técn1ca de Lowry (Figura 8, tabla parte 1nferir). 
y los anticuerpos fueron titulndos por R ¡A y veriftcada su especificidad inmunológica. 

Evaluación de la especificidad de rec nacimiento de los anticuerpos anti-AGEs producidos y 
punfícados 

Se evaluó la especifiCidad del recen c1miento de los anticuerpos especificas producidos y 
punficados a lravés de la med1C1on por RIA del reconocimtenlo ele estos de la BSA nativa y del 



/-\GE-BSA marcados con 1125
, en dos matrices proteicas BSA y gelatina (Figura 9 parte 

superior) Una vez comprobada su especificidad de reconocimiento, se realizó la titulacton 
precisa de los anticuerpos policlonales anti-1\GEs, pudiéndose establecer la diluc1ón de lrabaJo 
de los mtsmos (Figura 9 parte infenor). 

Nonnalrzactón del RIA de AGEs 

Se normaltzó un RIA en fase liquida con precipitación por segundo anlicuerpo y se establecto el 
rango lineal del ensayo Para ello 100 !JL de estánciar, muestras o controles fueron mezclados 
con 100 !JL del anttcuerpo purificado y diluido 117000 en PBS-BSA 1 °/o y 100 ¡.¡L del trazador 
AGE-BSA-1125 con una actividad de 12000 CPiv1; mezclaron en vortex y se incubaron durante 
toda la noche a 4<•c Al otro d1a se les adicionó 200 ¡.¡L del reactivo de precipitación, mezclados 
e tncubados 30 111111 a temperatura ambien te. Posteriormente los tubos fueron centrifugados a 
3000 rpm a 4°C durante 30 min. Una vez centnfugados, los tubos fueron decantados para 
eliminar la fracción no unida y el preciptlado (fracción un1da) fue contado en un contador de 
radiaciones gamma a cuentas por minuto (CPM) Con la relación dosis-respuesta se pudo 
es tablecer el rango lineal del ensayo (Figura 1 O). Una vez normalizado el ensoyo se verificó la 
capacidad de e~te de reconocer las estructuras AGEs formadas sobre otras protemas dtsltntas 
a la BSA empleada para la preparación de AGEs, así como de otras estrucluras relacionadas 
con la formactón de los AGEs como la hemoglol>ina g li~..osilada (Figura 11 ). 

Evaluación de posibles mlerferencias analíticas 

Finalmente una vez normalizado el ensayo y verificé!do su especificidad de reconocimiento se 
llevó a cabo el analisis de posibles interferencias analít1cas propias de la 1nalriz sérica en la 
delerm1nacton de AGEs por nuestro RIA. Se verificó la influencia del colesterol, los trígl1céridos 
la bilirrubina y la llemoglobtna Para ello se emplearon muestras séricas de sujetos con altas 
concentraciones de estos analilos a las que se les adicionó cantidades conocidas del AGE-BSA 
preparado y se evaluó la recuperación del valor esperado del AGE adicionado una vez medido 
por el RIA. 

Va/1dación c/inica de fa medicoón por radtoin171unoanálisis de las concentraciones séncas de 
AGEs para predecir el estado de controly/ucémico v el estado de la función renal en el padentc 
diabético 

Sujetos 
Para ICJ realizncion de este estudio se emplearo11 dos grupos de pactentes: 

;:1) Una sub-muestra de una cohorte de trabajadores del Seguro Social del Estado de 
More los. conformada finalmente por 1 ,451 sujetos, de los cuales se logró obtener toda la 
información clínica y muestras de suero para evaluar los parametros metabólicos de 
in te res en la etapa mic1al y 1 O años después, y que fueron divtdidas inicialmente en tres 
categorías 1000 nonnoglucémicos, 325 insulina resistentes y 126 diabéticos. Mismos 
que fueron seleccionados teniendo en cuen ta que tuvteran edades, sexos y 
comcterísticas antropométricas similares entre grupos. 

b) Un grupo de pacientes que acudieron a los servicios de Endocrinologla y Nefrología del 
Instituto Nacional de C1encias Médicas y Nutrición "Salvador Zubirán" de los cuales 148 
padecfan nefropatía diabética crónica (creatinina sérica > 1.3 mg/dl). 100 eran 
díabélicos sin nefropatia cróntca (creatin1na sérica ~1.3 mg/dl) y un grupo de 147 
SUJetos no diabéticos controles, sin daño renal, con edades, sexos y caracleristicas 
antropométricas similares a los de fos grupos diabélícos. 
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Para la realización del estudio se conto con la aprobación del Comité de Ética para la 
Investigación en Humanos del lnstilutp Nacional eJe Ciencias Médicas y Nutrición ··salvador 
Zubirán" y lodo lo relacionado a la oma y el procesamiento de las muestras. se realizó 
siguiendo lo establecido en la Declaractón de Helsinki de 1964L0

. Por ello todos los participantes 
firmaron una carta de consentimiento I formado. 

Métodos analilícos 

A cada participante se le rcnlizaron e ·menes de labora tono, un estudio antropometrico y una 
encuesta desarrollada en el Instituto Nacional de Salud Publica de México. validada para 
evaluar hábitos alimenticios padecim~nto ele enfermedéldes crónicf!S, nivel de apego a los 
tratamientos. entre otros nspectos de nterés méclico. Las mediciones élnlropométricas fueron 
realizadas por personal capactlado par~ estos fines. utilizando estadímetros marca SECA 206 y 
basculas SECA 872 (Seca. Hamburg, Alemania) previamente calibradas. La presión arterial fue 
medida utilizando un equipo de la marta OMRON HEM-7200 (Omron Corporalion, Matsusaka, 
Japón). Se m1d1eron las concentracionl:!s séncas de glucosa. creatlnina, acido unce. colesterol 
total. HDL-Colesterol, LDL-Colesterol ~ triglicériclos, por métodos enzimáticos calorimétricos 
utilizando reactivos de la marca Point~ (P01nte Sc1entific lnc .. Missoun. USA) y un analizador 
bioquimico automatizado marca Mtnl:fray BS-200 (Mmdray Medtcal lnternational Limited. 
Shenzhen. China). La hemoglobina glitosilada (HbA1c), se determtnó por HPLC utilizando un 
equipo VARIAT 11, Hemoglobin Testing System de BIORAD. La hormona paraliroidea (PTH) se 
midió por un método de qUimioluminis encía utilizrmdo un equipo lmmunolale 2000 (Siemens. 
Texas. USA). La tnsulina y los AGE~ se midieron por radioinmunoanálisis en fase lfquida 
desarrollados por nuestro grupo de t~abajo, pam ello se utilizo un contador de radiaciones 
gamma marca Cobra 11 (Packard lnsti\Jment Cornpany, lnc., Connecticut, USA). El md1ce de 
resistencia a la insulina fue estimad~a trav~s ele! Homeostatic model assessmenl (HOMA), 
según HOMA =[Insulina en ayuna (IJ 1/ml) x Glucosn en ayuno (mmoVL)j/22.5; donde HOMA 
> 2.5 representa resistencia a la insulin 21

• 

Se calculó la tasa de filtración glomerular estimada según el método propuesto por Levey ot al, 
en 200922

• a¡ustada por la superfic1e corporal segun la fórmula propuesta por Mosteller en 
198523

• Esta fórmula tiene en cuenta el sexo. la edad de los sujetos y sus concentraciones 
séricas de creatinina 

Tasa de Ftltrado Glomerulrtr en MLt'ere 
Creatinma ~ 62 ¡Jmoi/L(~ 0.7 mg/dL): T G=144 x (crentinina/0.7).0·

329 x (0.993r"d 
Creatinina > 62 ¡Jmoi/L(> 0.7 mg/dL): T G=144 x (creatinlna/0.7)-12119 x {0.993)m1

'"
1 

Tasa de Filtrado Glomerular en Hombr s: 
Creatinina ~ 80 ¡.Jmoi/L (S 0.9 mg/dl): G = 141 x (creatininaf0.9) 0 111 x (0.993)eua-1 

Creatinina > 80 ¡Jmoi/L (>o 9 mg/dL): rG = 141 X (creatlnina/0.9}'1 ~"" X (0.993)tldad 

Area de Superficte Corporal 
Se obtuvo el area de superficie corpora (ASC) de cada individuo a parUr de la formula· 

ASC = ,lpcsCl + talli1 /3600 

A partir del cálculo de esta medición se obtuvo l(l TFG ajustada por superficie corporal de 
1.73m2 



Establecimrento del valor de referencia para la concentración sérica de A GEs derivados de 
glucosa en sujetos sanos 

Para establecer el valor ele referencia de AGEs, se utilizaron los individuos sanos de la cohorte 
de trabaJadores del seguro social, todos aquellos que eran normo-glucemicos y s n resistencia a 
la Insulina, que no padecieran de cáncer. artritis reumato1de artritis crónica degenerativa, 
síndrome metabólico, enfermedades endocrinológicas, hipertensión arterial. o disminución en la 
tasa de filtración renal. Para ello, se seleccionaron los individuos que estaban sanos tanto en la 
pnmera como en la segunda medición y se evaludron las concentraciones Circulantes de AGEs. 
Dado que las concentraciones circu lantes de AGEs no tienen una distribución normal estos 
fueron transformados con varios ajustes matemáticos. Una vez defimdo ID transformncion que 
meJor ajustaba los datos a una distribución normal. se procedió a la el1minac1on de valores los 
valores atípicos. según la rnelodologla propuesta por Solberg HE y Lal1t1 A en 2005 .J Una vez 
depurado los datos atípicos. se establec1eron el rango de referencia de los valores contenidos 
entre el percentil 2.5 y el percentll97.5, según lo propuesto por Friedrichs K y col en 20'1225

. 

Evaluación ele las concentraciones de AGEs en relación con la edad 

Para evalunr el 1ncremento de las concentraciones ele AGEs asociado al proceso de 
envejecimiento natural. se ulllizuron las muestras de los m1smos ind1v1duos sanos descntos 
anterionnente y se correlacionaron sus concentraciones de AGEs con sus correspondientes 
edades. Con la ecuDción regresión se estableció lo tobla de valores esperados de las 
concentraciones circulantes de AGEs por edades en población sana. 

Evaluación de la relación entre el control glucémico y las concentraciones circulantes de AGEs 
en los sujetos de la cohorte a lo largo de los 1 O años del estudio 

Se analizó el estado metabólico de los sujetos de la cohorte y se clasificaron en tres grupos 
normoglucémicos. 1nsulino resistentes y diabéticos y se venfico el camb1o en el estado 
metaból1co de cada uno de ellos 1 O años después, pudiéndose establecer los cambios en la 
prevalencia de cada una de las condfc1ones metabólicas al Inicio y al final del estudio. Para 
evaluar la dinámica de formac1ón y acumulación de AGEs en diferentes condiCiones 
metabólicas: normoglucém1cos insulina resistentes y diabéticos· se utilizaron las muestras de la 
cohorte a las que se les midieron las concentraciones de AGEs inícfalmenle y 10 años después. 
Se utilizaron las muestras de pacientes que a In fecha de ambas mediciones se encontraban en 
la misma categorra o condición metabólica. Pura evaluar la capacidad de nuestro método para 
detectar cambios en las concentraciones Circulantes de AGEs. relacionados con el grado de 
control glucémico; se utilizaron las muestras de la primera y segunda medición de la cohorte. 
mismas que fueron subdivididas en 5 colegonas, en función de sus estados de control 
glucémico y su condición clínica: 

a) Normoglicém1cos controles (grupo NG: glicem1a < 100 mg/dl: insulinemia < 15.6 1-JUI/mL: 
HOMA < 2.5) 

b) Normoglicómicos con hiperinsulinemia compensatoria (grupos NG IR· resistentes a la 
insulina, con glicem1a normal: glicemiu < 100 mg/dl; insulinemia > 15.6 ¡.JUI/mL HOMA 
> 2.5) 

e) Diabéticos estrictamente bien controlados (grupos DM BC: Gliccm1a < 100 mg/dl) 
el) Pacientes no diabéticos con deterioro de la tolerancia a la glucosa (grupos DTG· 

giJcemia: 100-125 mg/dl) 
e) Diabéticos moderadnmente controlados (grupos DM MC: gllcernia: 100-125 mg/cll) 
f) Diabéllcos descontrolados (grupo DB NC· glicemla ~ 126 mg/dl) 
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Evaluactón de /as caractensacas de lalfunción renal de /os sujetos de la cohorte 

Se analizó el estado de la función re11a1 de los sujetos de la cohorte y se clasificaron en las 5 
categorías de estadios de daño renal según las guias K/DOQI del 200226

: 1) Daño renal con 
una tasa de filtración glomerular (TFGf) normal o incrementada (:::: 90 mUmin/1.73m2

}; 2) Daño 
renal con una TFG ligeramente disf\~inuida (60-89 mllmin/1.73m2

); 3)TFG moderadamente 
disminuida (30-59 mUmrn/1 73m2

); 4) TFG gravemente disminuida (15-29 mUmin/1.73m2). 5) 
Falla renal (<15 mUmin/1.73m2

). Se v~rificó el cambio en la función rena l de cada uno de ellos 
1 O años después; pudiéndose establ$cer los cambios en la prevalencia de cada una de las 
categorías de la función renal, al inic1o ry al final del estudio. 

Evaluación de las concentraciones de AGEs y pArámetros de control glucémJco en relación a su 
tasa de filtración glomerular 

Para establecer una primera interrelación entre los pnncipales parámetros de control glucém1co, 
las concentraciones séricas de AGEs y el estado de la func1ón renal, se emplearon los datos 
totales de la primera y segunda medi~i.ón, un total de 2,902 mediciones. Los individuos fueron 
clasificados y agrupados según su m· gnitud de tasa de filtración glomerular al momento de la 
toma de la muestra, en un grupo que l1perftllraba (TFG >120 mLimrn/1.73 m2

}, en un grupo con 
TFG normal (90-120 mUmm/1.73 m2) y un grupo de indiv iduos con una reducción de la TFG 
(<90 mUmin/1.73 m2

) y se compararQn entre los grupos sus princ1pales parámetros de control 
glucém1co y las concentraciones sé~icas de AGEs. Para evaluar la asociación entre los 
principales parámetros de control gliqémico y las concentraciones séricas de AGEs con el 
estado de la función renal, se realizó U]1 análiSIS de correlación entre la glucemia, lé.'! 1nsulinemia. 
el ind1cc de resistencia a la insulina, lhs concentraciones sericas de AGEs y la creat1nemia en 
los tres grupos de sujetos divididos f!n función de su tasa de filtración glomerufar como se 
describió a n teriormen le. 

Debido a que los pacientes de la cohbrte no desarrollaron nefropatia diabéticas, el estudio se 
complemento con casos y controles ds pacientes diabéticos con y sin daño renal. 

Evaluacion de /as concentraciones q:¡rculantes de AGEs, de hemoglobina glicosilada y de 
parámetros de control g/ucémico en pacientes con Diabetes Mellitus sm y con daño renal 
cróníco. 

Para evaluar las concentraciones circ¡.¡lantes de AGEs durante la nefropatla diabética crónica , 
se estudió una muestra de pacientes oiabéticos que acudían a los servicios de Endocrinología y 
Nefrologia del Instituto Nacional de Cj.íencias Médicas y Nutrición "Salvador Zubirán" y como 
grupo control empleamos sujetos nor("loglicémicos de edades y sexos similares. Los pacientes 
diabéticos se dividieron en dos sub~rupos: a} pacientes diabéi1cos s1n daño renal crónico 
(creatinina S1.3 mg/dL) y b: pacientes diabéticos con daño renal crónico (creatinina >1.3 
mg/dL). Se evaluó además la concen1ración de hemoglobina glicosilada (HbA 1 e) y parámetros 
de control glucémicos tales como la glucem1a. la insulinemia y el mdice de resistencia a la 
1nsuhna (HOMA). para compararlas 4on las concentraciones Circulantes de AGEs. En estos 
pacientes. se evaluó la asociac1ótn entre los parámetros de control glucém1co, las 
concentraciones séricas de AGEs y ~n marcador espec1fico de la nefropatía crónica como la 
PTH, con la funcion renal, a través dEi un análisis de correlación entre estos parametros con la 
creat1nem1a con el fin de verificar cua l marcador b1oquim1co se relacionaba mejor con el estado 
de la función renal durante la Diabetest Mellitus. 



Evaluación ele la sensibiUdad y especificidad de la mcclicion rle h1s concentraciones cwculantes 
de AGEs para preclecir el daño renal Clónico en el pacionte cfiabético 

La sensibilidad y especiric1dad de la medición de las concentraciones circulantes de AGEs para 
predcc1r l!l dm1o rennl crónico. se evaluó a través de In curva ROC. Ademas, se esttmó la 
concentración sénca de AGEs que permilia obtener la meJor combinación de especificidad y 
sensibilidad y que fue finalmente utilizada para estimar la probabilidad de padecer daño renal 
crónico a través de un analisis de regres1on logística. 

l\nális1s Estadislico 
Todos los análisis estadísticos y las gráficas se rcaliznron con ayuda del ¡1rograma STATA 13. 

Resultados y Discusiones 

Se logró desarrollar un<~ melodologia exitosa para la preparación, rurificacrón y evaluacrón de 
AGEs denvados de glucosa, que no solo fue últl para producir anticuerpos específicos. sino 
también como se verá en el apartado de valídación chnica, loe; AGEs preparados "in vitro", son 
equivalentes a los formados ~m vivo" en los pacientes diabéttc:.os. Producto de la rncubactón de 
glucosa con BSA se formaron AGEs coloreados y fluorescentes (Figura 1 ). 
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Figura 1. Cineltca de formación de AGE-BSA cJ,env;~do de glucosé'l durante las 14 semanas de mcubac1on. Se 
observa que alrededor de la semAna 13 se alt.anza ID móx1ma fluorescencia (UAF· un1dndes arb1tranas de 
fluorescencia) que reOeja la máx1m~ formación fe AGEs relacionados estructuralmente con el imidazol. b:.lJOS 
las condiciones empleadas. Esto va apare¡ado ..;on el tncremento en la mtensidad del color amarillo formado 
cmacterístico de la p1rralina , el pnncípc:~I/\GE formado por la mcubación de glucosa con protefnFts . 

Para aumentar la acliv1dad especifica &le los AGEs sintetizados. estos fueron purificados en 
Arfigel-Biue para ehmtnar las molécula de BSA menos ghcadas y lograr una me¡or respuesta 
inmunológica con tra las estructuras A Es formadas (Figurn 2). 
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Figura 2. Purincación por cromatografla de afinidad en affigei-Biue para eliminar las moleculas de 
albúmtna menos glicadas que corresponden a los picos 2 y 3. El pico 1 corresponde a la BSA altamente 
glicada que pierde su annldad natural por el coforanle unido a la malriz cromalográfica. La linea azul 
refleja la presencia de proteína medido por Bradford y la roja 18 fluorescencia emitida por dicha proteína. 
Debe considerarse la diferencia en !as escalas de los parámetros medidos. Se puede comprobm que casi 
toda la proteinn adicionada a la columna fue recuperada en los tres picos analizados 

El análisis del espectro de fluorescencia mostró que los AGEs sintetizados tenían un máximo de 
emisión a 440 cu8ndo eran excitados a 370 nm, no así la albumina bovtna stn glícal. Esto 
confirma la formación de AGEs sígu1endo el procedimiento antes descnto. 
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Figura 3. Espectro de iluorescencra de le?' BSA ghC<'Iclr~ (AGE-BSA) y comparF~crón con el de la BSA no 
ghcada. Se puede observar que el AGE-{jSA fluoresce a 370/440nm, mientras que la BSA nativa no lo 
hace. Esto denota la formación de estrurras AGEs que se '1an formado sobre la molécula de BSA. El 
prrmer prco no es en si nuorescencia. sin que es la propta luz de excitación (370 nm) que es detectada 
por el equrpo cuando lee a esa longitud d onda durante< 1 análisrs expec.trar. 

Al realizar un análisrs de la compo~rción de aminoacídos y de la estructura tridimensional 
utilizando el programn de modelaJe de' estructura. se pudo defrnrr que la molécula de BSA ten ia 
un maximo de 52 sHios de posible glict6ción. 



Pos1c1Ón de los ammoác1dos en la estructut·o 'lr1dunettc1onal 

Aminoácidos Totalmente Expuestos Par t ialmen te Expuestos No expuestos 

Ltsma 4.12,20,41,5l,64 76 159,413,4 31,533. 93,106,114,131, 
116 127,132,136,180 20•1,221,232,239, 
187,211,224,261,273,275, 242,279,294,439. 
285,312,316,322,350,362, 544. 
375,377.388,396.465,474 
,499,504,520,523,524,53 
5,537,556, 563,573. 

Arginma 194,196, 198. 143,185,409,412, 444. 10,81,98 144.208. 
217,256 335 336 
347,427 458.483, 
484. 

1 Total 43 9 27 

Figura 4. Análisis reahzndo con la secuencia eJe la OSA reportada en el Genf:iank con numero CAA76847 
(gi 3336842) y el prograum: PyMOL v0.99 {Delano Sc1enttlic LLC, CA. USA). Los ?.'11 noactdos 
localizados en úreas ele: uepres1onc:s son considerauos parcialmente expuestos. El nümero de 
aminoácidos potencialmente ylicables fuero11 52 de los 79 presentes en la estructura pnmana de la BSA. 

Los 1ncrementos en masn observados por espcclrometria de mnso (MALD l~TOF) sugieren que 
en promedio se logran glicnl48 de los 52 pos1bles sitios presentes en la estructura de la BSA 
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Figura S. Anólists de masa y carga neta r espectrometría de masa y por tsoelectrocnfoque de la BSA 
no ghcada v del AGE-BSA. Se observa ~n Incremento de 7,805 O;:t que representa la adictón de 48 
moléculas de glucosü por molécula de B A. Consider~ndo que el peso molecular de la glucosa es de 
180.2 Da y Qlle cJltrante cada reacción de maclori se libera una molccula de agua (18 Da). 



Así mismo los cambios en el punto isoeléctrico de lo BSA demuestran los cambios significativos 
en sus propiedades qutmicas que en la circulación conducen a la perdida de sus functones 
biológicas y favorecen su deposición en la matriz exlracelular de los tejidos y organos. Este tipo 
de modificación molecular es la que ocurre en la membrana basal glomerular lo que conduce a 
la perdida de sus cargas negativas y conllevan a la perdida de la capacidad de filtración 
selectiva del glomérulo. 

A través del análisis de la acttv1dad especifica (relación fluorescencia/concentración de 
proteína) se pudo comprobar que lodos y cada uno de los procedimientos realizados 
contribuyeron a incrementar la calidad de los AGEs sintetizados "in vilro'' (Figura 6), condtctón 
que contribuyó de forma significativa al éxito en la producción de anticuerpos específicos. 
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Figura 6. Incremento de la actividad especifica (AE) del AGE-BSA a lo Largo del proceso de síntesis y 
puriflcac1ón. Se puede observar que con cada procedimiento empleado se logra Incrementar la acttvidad 
especiíica del AGE sintetizado. 

Se logró exitosamente la producción de anticuerpos policlonales como se muestra en la itgura 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

7. En general después de 5 1nmun1zaciones los animales ya alcanzaron su mé'lxtma capac1dad 1 
de respuesta inmune contra AGE, por lo que se decidió sangrarlos a blanco a fín de recuperar 
la máxima cantidad de antisuero posible. 
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Figura 7. Segulmtenlo de la respuesta rrune ele los anmmles ml}dianlc tilulacton por RIA. Se puede 
observar que a los 105 dlas postenores al inrcto del esquema de lnmuntzacíón los animales alcanzan sus 
maxmms títulos de anticuerpos. Se puede bservélr que los 3 antma!es respondieron adecuadamente. 

A los antisueros obtenidos primerame1te se les eliminaron los anticuerpos antt-BSA nativa, la 
proteína que se utilizó como matnz para 1:1 síntesis de AGEs por incubación con cantidades 
salurantes de BSA y posteriormente lo~ anticuerpos anli-1\GEs fueron recuperados 
exitosamente a través de unfl cromato~rafía de lnrnunoaflntdnd (Ftgura 8). 
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Figura 8. Purificación de los nnticuerpos ant1-AGEs por cromatografla de mmunoafinrdad Se muestran 
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los p1cos 2 donde eluyen los anhcuerpos cuya interacciones con el AGE un1do a la matnz es sensible al 1 
pH acido y el p1co 3 t.londe eluyen los anticuerpos cuyas interacciones son sensibles al pH básico . Lo 
linea azul es la presenc1,1 de proteína cieleclada por reacc10n con el reactivo de Bradlord. La linea roJa 
corresponde a la aclividml inmunológtca de roconocimtento del AGE-BSA mF~rcado con 1.25

, lo que 
reafirma la espec1 fictdad de los anttcuerpos proúuctdos y purificados. La !Jbla ntostrada bnnua 1 
información soure la eficrencia úel proceso tle J.Hotlucdón y purficac1ón de los antiCLJcrpos. 

Producto de esle procedimiento se lograron rccupcmr 21.6 mg de anlicuerpos específicos anta- 1 
AGE a partir de 100 ml de suero hiperinmune provenientes de los conejo mmunizados. 

L~ eficiencia del proceso de purificación y la especificidad de tos anticuerpos purificados fueron 1 
comprobadas a través del es tudio de reactiv1dad con BSA nativa y AGE-BSA ambas marcadas 
con 11

;[5. De este onáhsis se pudo comprobar la cficoc1a del procedimiento para eliminar los 
anlacuerpos anli-BSA nativa que se producen durante el proceso al ser uli11zada la BSA corno 1 
matriz proteica para la smtesis de tos AGEs (Figura 9 superior) 
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Dilución del anti-AGE purificado 

Figura 9. Espec1fic1dad de reconocimiento., de los anticuerpos anli-AGEs purificados. Se puede observar 
que los anlicuerpos solo reconocen a la B$A g licada, es decir a las estructuras AGEs formadas y no a la 
BSA nat1va, independientemente de la m~lriz empleada gelatina o BSA. (parte superior). En la parte 
infenor de la figura se puede observar los resultados de la titulación por RIA de los anticuerpos 
purificados. siendo que una dilUCión de 1/VOOO es capaz de umr cerca del 35%. del AGE-BSA marcado 
con 1: •. 
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En la figura 9 inrcrior, se muestra la titulación de los anticuerpos especificas anti-AGEs. 
enconlrimdose que la dilución de trabajo en RIA para los anticuerpos punricados era de 1/7000. 

Con este titulo se normalizó el ensayo que tuvo un rango dinamíco de O a 19200 ¡.¡U/ml del 
estándar de AGE-BSA preparado y camcterizudo por fluorescenCiéJ. Con un limite de detección 
de 20 ¡.¡U/ml. Este rango dinámico de análisis perm1tíó medir AGEs en sujetos sanos y con 
Diabetes rvlellilus descontrolada (Figura 1 0). 
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Figura 10. Se muestra la curva estándar del RIA de AGEs. El cuadro chico muestra lo transformación 1 
Logil vs Loy tle la relación dosis-respuesta de la delermmación de AGEs. El ensayo tiene una curva 
estándar que va desde· 300- 19200 ¡JU/ml, que en concentmción mósrca del estándar es de 0.67-
64 ng/ml de BSA glicada (AGE-BSA) con un lfmile de detección de 20 !JU/ml. 1 
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La capac1dad de detección de AGEs rmados sobre otras proteínas se evaluó y se comprobó 
que los ant1cuerpos producidos y puri cados Ltenen la capacidad de reconocer las estructuras 
AGEs Independientemente de la prot ína sobre la cunl se produzcan Aoemás es altamente 

especifico para la detección de AGEs, ¡pues no cruzn .con la hemoglobina glicosilada que no es 
un AGE s1no un producto ele Amadon ~nél estructura tntermedto en el proceso de formac1ón de 
los AGEs) (Figura 11) 
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Diluciones del analito evaluado 

Frgura 11. Se mueslrfl que los anticuerpo produCidOS y purificados son capaces de reaccionar con otras 
preparaciones de AGEs. Esto se puede ve ificar por la capt~cidad de estas otr<'ls prer>araciones de AGEs. 
ulil!Lando otras malric;es rrote1r.t~s, para inl ibtr la unrón al AGE-BSA marcado con l1:5. Se puede ohsP.rvar 
que la hemoglobrna ghcosílada, que no es rn prorlucto final de gllcación éJvanzad<l, sino solo un producto 
de Amadorí, un inlormed1mio 1nic1al de la formacrón ne los 1\GEs. no es capaz de 1nhibir la unrón clel 
nnticuerpo a su ligando especifico. el AGEtSA. 

Cuando se analizó las posibles interferjmc1as del inmunoensayo desarrollado con componentes 
del suero humano. por el método dq recuperación de la dosrs añad1da, no se observaron 
interferencias significativas con hemoplobina hasta 1.85 g/dl. billrrubinas hasta 255 mg/dl. 
colesterol hasta 860 mg/dl, y trigllcéndos hasta 2 664 mg/dl; lo que demuestra la robustez y 
confiablltdad del método anAlítico desa~rollado en nuestro laboratorio. 



Una vez concluida la validación analftica del método, nos dimos a la tarea de realizar la 
validación clínica del método para evaluar su eficacia para detectar AGEs formados 
endógenamente en los humanos y establecer su asociac1ón con el grado de control gltcemico y 
con la función renal en pac1entes diabéticos. 

Para este propósito lo prtmero que hicimos fue establecer el valor de referencia para la 
concentración circulante de AGEs. utilizando los datos de la cohorte. tanto de la pnmera y corno 
de la segunda medición realizada 10 cuios después, esto para incluir el efecto del 
enveJecimiento y tener una muestra más representaliva. Inicialmente, se seleccionaron los 
1,929 valores de AGEs pertenecientes a las personas que en el momento de la toma de 
muestra eran nonnoglícém1cos. Postenormenle se eliminaron algunos datos de individuos que 
tenían antecedentes de resistencia a la insulina, síndrome metabólico, hipertensión arterial, 
enfermedades endocrinológicns, cáncer, artrit1s reumato1de, o alteraciones en la tasa de 
filtración glomerular Finalmente, debido a que las concentraciones de AGEs no tienen una 
distribución normal, estas fueron transformadas por diferentes ajustes matemáticos. Como se 
puede observar en la figura 12, la mejor tmnsformación fuo el logaritmo del v<Jior de AGEs. 
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Figura 12. Normalización de las concentraciones circulantes de AGEs en sujetos controles 
nonnog lcémicos supuestamente sanos. 

Finalmente, con este analisis se pudo eliminar algunos otros valores que se salían de la 
distribución normal (valores atípicos); quedando finalmente un total de 1.013 mediciones de 
individuos nonnoglucémicos supuestamente sanos. 
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La tabla 1 muestra las caracteristicas antropométricas y metabólicas más tmportantes de los 
sujetos normoglucémtcos supuestarrtente sanos selecctonados para estimar el valor de 
referencia de las concentraciones senq;¡s de AGEs. 

Parámetros 

Indicadores Clinicns 
Edad (años) 
Mu¡cres n (%) 
Hombres n (%) 
Peso (Kg) 
Talla (cm) 
Ct rcunferencta tle cintura (cm) 
lndice de Masa Corp<)ral (l<glm:~) 
Grasa corporal (%) 
Área ele superficie cotporal (m") 
Presión arterial sistól~a (mm Hg} 
Presión artenal diastdllca (mm Hg) 

Indicadores Metabóli os 
Glucosa (mg/dl) 
Insulina (~UtlmL) 
lndice HOMA-IR 
Triglicéridos (mgfdl) 
Colesterol (mg/dl} 
HDL-Colesterol (mg/ L) 
LDL-Colesterol (mg/d ) 
Ácido Úrico (mg/dL) 
Creatinina (mgldl) 
TFG(mUrnm/1.73rn') 

Sujetos Controles 
Supuestamente 

Sanos j , CdJ¡ 

43.3 (42.6--14.06) 
825{81.4) 
188 (18.6) 

60.6 (60.1-61.2) 
157.4 (157.0-157.9) 

84.8 (84.2-85.4) 
24.4 (24 2-24.6) 
29.5 (29 0-30.1) 
1.62 ( 1.61-1.63) 

112.6 (1 11.8-113.4) 
69.8 (69.2-70.3) 

88.1 (87.6-88-6) 
4.1 (3.9-4.2) 

0.89 (0.86-0.93) 
129 (124-133) 
193 (191-195) 

43.9 (43.2-44.6) 
120 (118-122) 
4 5 (4 4-4 6) 

o 68 (0.67-0.69) 
112 (111-1 13) 

AGE~~U~/m~L=-~-+-- - 388 (372 .... 100) 
Tabla 1. Cr:tracterlsttcas antropométn metabólicas más import~ntes de los mdivtduos 
normoghcemcos supuestamente sanos empleados p<1ra eshmm el vnlor de referencta para la 
concenlractón sénca de AGEs Los datos$ presentan como rnodra (IC95%). 

Con esta muestra poblacional, se¡ establecio la dlstribuctón en percenttles de las 
concentractones circuiFmtes de AGEs. r¡¡ue se mueslrñ en la tnbiFt 2 

Percentile Centile -Binom. lnterp.-
----::--:::--------+::--::-:------ [9 5% C o nf. In te rva 1] 

2.5 82 21 99 06 
25 204.86 225.77 
50 330.56 371.68 
75 475 90 520.76 

95 i5.45 773.44 906.81 
97.5 1.90 908.74 1051.51 

Tabla 2. Otstnbuctón en percenules y sus orrespondtentes cenltles expresados como media (IC95%} de 
las concenlractones Circulantes de AGEs 1.013 SUJetos controles supuestamente sanos 

A partír de este anahsts se puede defir~lr que una poblactón se SUJetos sanos de entre 20 y 86 
años de edad, en general deben tener J:;oncentraciones sencas de AGEs menores 1000 ¡JU/ml. 



Pero como es sabido, el proceso de envejecimiento es un factor que contribuye a la formación 
de AGEs; para estudiar la asociac1ón entre las concentraciones séricas de AGEs denvado de 
glucosa y la edad de los sujetos se emplearon los datos de los sujetos controles 
normoglicérnicos supuestamente sanos antenom1enle descritos. Los resu ltados se muestran en 
la figura 13, donde se puede comprobar que el proceso de enveJeCtmtento conduce a un 
incremento en las concentraciones séncas de AGES. que es detectado por nuestro mélodo 
desarrollado. 
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Figura 13. Asociación entre las concentraciones séricas de AGEs derivado de glucosa y la edad en 
1ndrvlduos controles SLrpuestamente sanos. Se muestra la recta de regresión que describe dicha 
asociación y sus intervalos de confianza al 95%. 

De la ecuación de regresión obtenida, se pudo eslimm la tabla de valores de AGEs derivados 
de glucosa en función de la edad para la población control. Para ello los datos fueron dtvidrdos 
en rangos de 5 años de edades. Los valores de edades iniciales y finales de cada rango fueron 
sustituidos en la ecuación de regresión para estimar la concentración de AGEs esperada para 
cada intervalo de edades (Tabla 3). 
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Edad 
Biológica 

n Concentración Esperada de 
AGEs 

___ (JJU/mL); (CI95%)_ 
20-25 54 338-348 \314-376) 
26-30 84 351-359: (319-392) 
31-35 151 361-370; (324...:108) 
36-40 158 372-380, t328-424) 
41-45 184 ::182-391 ; (333-440) 
46-50 158 393-40 1; (337-456) 
51-55 109 403-412: (342-472) 
56-60 85 414-1122; (346-488) 
61-65 61 424-432; (351-504) 
66-70 25 ~t35-4t13; (355-520) 
71-75 14 445-1\54, (360-536) 

~-7:_:6-90 - 1ó 1 1\56-485 (36<1-584) 
Tabla 3 Concentraciones séncas de AGEJi por qumquenios de edades Los datos se expresan como el 
rango de concentraciones esperadas para la eclad tn1c1al y finnl de cada qwnquenio descrito. Se muestra 
entre paréntesis los limites inreriores y sup.-riores del intervoto de confiAnza al 95%. 

Los resultados sugieren que a pesar del valor obtenido de 1000 pU/mL de AGEs para el 
percentile 97.5, considerado el vl-¡lor máximo esperado para la poblactón control 
normoglucémica supuestamente sana lbtal al dividir los datos por grupos de edades y expresar 
las concentraciones en intervalos de c~nfianza al 95% de la media, los individuos sanos tienen 
en general, concentraciones circulan es de AGEs menores a 600 ¡.;U'ml. Estos valores 
esperados para la concentración de A~Es en funcron de la edad, son unn herramienta ütil para 
detectar cualqwer rncremento de las concenlractones ctrculanles de AGEs. que pudieran 
refleJar una alteración crónica del estl3do de control glucémico de los pacientes d1abéticos. 
Incrementos mayores a estos valores esperados pueden ser constderados un 1nd1cador 
temprano de la acumulación nociva del alleractones moleculares y lísulares silenc1osas; que sr 
se presta la atcncrón médrca adecuada. se pudtera contribuir a evitar el desarrollo y progrestón 
de las compltcactones cromcas de la dtiflbetes mellitus. 

Pam esludior la relación entre las conctentractones circulantes de AGEs y el estado metabólico 
de los indivrduos. se emplearon los déftos de la cohorte de LmbaJadores del seguro social. La 
tabla 4 muestra los cambios en el estbdo metabólico durante los 10 años del estudio. de los 
1.451 sujetos pertenecientes a la cohorte. 

Medtción del M dic1ón del 2010-2012 TotCll 
2004-2006 

NG IR DM 
f--- ---

NG 791 168 41 1,000 (68 92%) 

IR 138 131 '56 325 (22 40o/c) 

DM o o _ m 126 (8 68%) 

Total 929 299 223 1,451 
64.02% 20 61%} (100%} __ 

Tabla 4. Cambios en el estado metabóhc de los pac1entes de la cohorte a lo largo de los 10 años del 
estud1o. En negritas y subrayado se mu lran la cantic1ad de SllJf:IOS que se mantuv1eron en ambas 
medíc1ones en la m1smn condicton meta ólica: normoglucémtcos (NG). insuhno res1s1entes (IR) and 
d1abéllcos (DM). 



Durante la pnmera medición en tre los años 2004-2006. la muestra de estudio estuvo compuesta 
por un total de 1,000 sujetos normoglucémicos, 325 con resistencia a la insulina y 126 
diabéticos. Entre 2010-2012, el estado metabólico de algunos de estos SUJetos se detenoró y 
m1gró a otras condiciones melabóiJcas: sólo 929 de ellos eran normoglucemrcos. 299 rueron 
resistentes a la insulina y se observó un aumento en los sujetos que desarrollaron diabetes 
mellitus Upo 2, que para entonces eran 223 pacientes en lugar de los 126 que habían entre los 
años 2004-2006. A lo largo de 1 O años. el numero de pacientes con diabetes mel11tus cast se 
duplicó. Esto muestra la magnitud del aumento en la prevalencia de esta enfermedad 
metaból ica, que sin duda se l1a convertido en una epidemia mundial. 
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Los cambiOS prospectivos en las con entrac1ones circulantes de AGEs en función del estado 
metabólico de los sujetos d~~a cohortel se muestran en la tabla 5_. _ 

NG tn=7 1 IR tn•ut ¡ DM in=12tt 
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Tabla 5. Camb1os en los parámetros de e ntrol glucémico. de la tasa de filtración glomerular (TFG) de 
los diferentes estadios de daño renal segú las guias KJOOQI del 2002 y de l<~s concentraciones séricas 
de AGEs en los pac1entes de la cohorte d irlidos en func1on de su estado metabólico. Se muestran os 
resultados de: la pnmera y la segunda me ción realizada lO años después. Los resultados se presentan 
como media (IC95%) Las letras muestra con que grupos son diferentes cada parámetro metabólico 
evaluado. 

Como se puede observar en la tabla 5 los resultados obtenidos al analizar los tndividuos cuya 
condición metabólica se mantuvo estable a lo largo de los 1 O ai'ios del es tud1o. no muestran 
camb1os s1gn1ticativos en las concentraciones séricas de creat1ninas, n1 en la tasa de filtractón 
glomerulnr es llmadn. De hecho a lo latgo de todo el estudio. incluso en el grupo de pacientes 
dinbélicos, las concentraciones sérica~ de crealln1nas nunca aumentaron por encima del valor 
de referencia para este parámetro metabólico. M1entrns que solamente alguno pocos mdividuos 
del grupo do pactenles con res1stenc1a oa la msul ina y con diabetes mel11tus, mostraron una leve 
reduccion de lü tasa de filtración glomtrular por debtiJO ele 90 mUm1n/1 73 m2

. En cambto, las 
concen traciones circulélntes de AGEs rt1ostraron en todos los grupos un 1ncremento importante 
a lo largo de los 1 O años del estudp. Se puede observar que en el grupo de individuos 
normoglucém1cos el incremento fue de~ 12 ~Uiml que representa un incremento del 37.2°'o con 
respecto al valor 1n1cial. 10 años antes.!En el grupo de pacientes con resistencta a la insulina el 
incremento fue de 119 ¡.¡U/ml que es m 35.2% mayor al valor in1c1al y finalmente en el grupo 
diabético se observó un incremento del151 ¡.JU/ml, que representa un incremento de 33% con 
respecto a las concentraciones de AGEf; que tenía este grupo 10 años antes. 
Si b1en los porcentajes de incrementos !:Je las concentraciones circulantes de AGEs en todos los 
grupos estudiados a lo largo de 1 O años rondaron el 35%, h<:ly que considerar que las 
concentraciones iniciales y finales sol) diferentes en cada grupo de estud1o y son mayores 
mtentms mayor es el estado de descqntrol glucém1co y metabólico en general De hecho es 
relevante el hecho de que las concentr~c1ones de AGEs del grupo dtabético al1nicio del estudio 
ya eran mayores o iguales que las con enlraciones finales de los qrupos normoglicémico y con 
res1stencin a la insulina 1 O años desp · s. Es lo sugiere que las concentraciones circulantes de 



AGEs pueden ser una herramienta de mucho utilidad ya que refleja el estado de control 
glicém1co de los pac1entes durante un muy largo periodo de tiempo 
Por otro lado, se puede observar que incluso en los sujetos pertenecientes al grupo diabehco 
que mantuvieron la misma condición metabólica a lo largo de los 10 años, y que no mostraron 
reducciones sign1ficat1vas en la tasa de filtración glomerular, las concentraciones séricas 
máximas de AGEs en la segunda medición, que representa al menos 1 O años de evoluc1on de 
la diabetes. fueron de alrededor de 700 ~UimL. inferiores al limite de referencia estimado en el 
grupo control normoglucémico supuestamente sano, pero mayores al valor esperado para la 
edad de los sujetos De ahí la Importancia de evaluar las concentraciones c1rculc:~ntes de AGEs 
en función de la edad biológica según la tabla 3 para poder asociar los Incrementos en las 
concentraciones circulantes de AGEs y las modificaciones silentes en las estructuras 
moleculares y tisulares que 1nducen la formación de AGEs y que contribuyen al desarrollo de las 
complicaciones crónicas de la diabetes mellltus 

Al realizar un análisis mós detallado al subdividir los SUJetos de la cohorte en func1ón del estado 
de control glucém1co y su condición metabólica, los resultados demuestran más claramente la 
validez de la medición de AGEs por el método desarrollado. La tabla 6, muestra las 
caracterlsticas clfnicas y metabólicas de los sujetos pertenecientes a la cohorte divididos en 
función del estado metabólico y del grado de control glucem1co. 
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- Tabla 6. Caracteristtcas clin1cas, metabólicils y de la función renal en SUJetos pertenecientes a la cohorte 
subdivididos en runctón de sus estados de control glucém1co: aNG. SUJetos normoglucem1co. t'IR: suJetos 
con res1stenc1a a la msulina. cDM BC: Sujttos d1abet1cos b1en controlados, 0 0TG: SUJetos no diabét1cos 
con deterioro de la tolerancia a la glucc sa, "DM MC: SUJetos diabéticos con un control glucem¡co 
moderado, 10M NC: SUJetos di8bét1cos c:fon un mal control glucém1co. Prueba de Bonferroni para 
d1ferenc1as entre medias. Las letras denQtan con que grupos son diferentes con p<0.05. Resultados 
expresados como medias (IC95%). Los cri~nos para establecer los diferentes grupos estan descritos en 
materiales y métodos. Las letras muestra~ con que grupos son diferentes cada parámelro metabóliCO 
evaluado. 
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Como se puede observar, la medición de AGEs derivado de glucosa por el método desarrollado 
en nuestro laboralono reporta concentraciones Circulantes ele AGEs que eslan estrechamente 
asoc1adas con el grado de control glucémico: y son mayores a medida que aumenta el estado 
de descontrol glucémico ele los pacientes. Este incremento en las concentraciones circulantes 
de AGEs es Independiente de otras condiciones d1sltntas al eslado glucémico. ya que como se 
puede observar en la tabla 6, no ex1sten grandes diferencias entre los Indicadores clínicos y el 
resto de las variables metabólicas estudiadas. tales como el perfil llpídico. el ácido urico, la 
creatinína y la tasa de filtración glomerular, entre los diferentes grupos de estudio Estos 
resultados reafirman el concepto conocido que el adecuado control glicémico del pac1ente evita 
el desarrollo de las complicaciones crón1cas, pues como se puede observar 1ncfuso los 
pacientes diabéticos con un estricto control glucémico mostraron concentraciones sericas de 
AGEs 1guales a las de los sujetos controles normoglucémicos 

De la rn1sma forma en que se deterioró el estado metabólico a lo largo de los 1 O años de 
estuctiu la func1ón renal mostró cambios entre los SUJetos estudiados. La tabla 7 muestra la 
dtv1s1ón de los 1,451 sujetos en la cohorte de acuerdo con su tasa de filtración glomerular 
ajustado por area de superficie corporal en la primera y segunda medición segun las 
clasificaciones de las guías K/0001 del 2002. 

Medición del 
2004-2006 

Medición del 2010-2012 

1 2 3 4 5 

Total 

1 885 191 4 o o 1,080 (74.43%) 
2 92 249 20 o o 361 (24.88%) 
3 1 1 6 1 1 10(0.69%) 

Total 978 441 30 1 1 1,451 
__ _ (67.40%) _ @~9%). (2.07%) (0.07%) (0.007L (100%) 

Tab la 7. Cambios en la tasa de filtración glomerular de los pacientes de la cohorte a lo largo de los 10 
años del estudio. En negntas y subrayado se muestran la canlidad de sujetos que se mantuvieron en 
ambas mediciones en lo misma clasificación de daño renal según las guras 1</00QI del 2002. 

Se puede observar la disminución de Jos porcentajes de los individuos con lasa normal (~90 
ml/min/1.73m¿) en la segunda medición y los consecuentes incrementos en las otras 
categorias que reflejan un leve deterioro de la función renal de estos pactenles a lo largo del 
estudio. propio del proceso de envejecimiento. 

Para establecer una primera ~nlerrefación entre los principales parámetros de control glucémico, 
las concentraciones séricas de AGEs y el estado de la función renal, se emplearon los datos 
totales de la primera y segunda medición, un total de 2.902 mediciones. Los inclividuos fueron 
clasificados y agrupados según su magnitud de tasa de fi ltración glomerular al momento de la 
toma de la muestra, en un yrupo que hiperfillraba (TFG >120 mUmin/1 73 mz). en un grupo con 
TFG normal (90-120 mllmin/1.73 m2) y un grupo de individuos con una reducción de la TFG 
(<90 mUmin/1.73 m2

) y se compararon entre los grupos sus principales parómetros de control 
glucémico y las concentraciones sericas de AGEs, los resultados se muestran en la tabla 8 
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3 Hiperfiltración 'Filtración Normal CDisminución de la 
Parámetros (TFG>120 (TFG 90-120 Filtracion (TFG < 90 

mUmin/1 .73m2
) mllmin/1.73m2

) mllmin/1 .73m2
) 

n=t!14 - · · .J4 (n=fl.¡.¡1 

Glucosa (mg/dL) 93.4(90.3-96.5fc 99.8 (98.3-101.2)"" 104.4 (102A--106.5)ah' 
Insulina (IJIU/ml) 5.9 (51-6.8)b c 8.4 (7.9-8.9} ll.c 10.4 (9.8-11.1) a.tJ 
HOMA-IR 1.6 (1.2-2.0) o,c 2.2 (2.1-2.4) ac 2 .8 (2 6-3.0)ab 

_AG_Eti}JU/mlj_ 289 267-313) ·. e 364 .{351-3781:_ 477 (453-502tb 
Tabla 8. Relación entre los concentracion s circulantes de 1\GEs y los pnncipales parámetros de control 
glucem,cos con el estaclo de filtración glo rular en los pac1cntes. de la col arte estudiada. Los resultíildos 
de expresan en med1as (IC95%). Las let s ml1estran con que grupos son diferentes cada parámetro 
metabólico ev:1IL1ado. 

Como se puede observnr, tanto los barámetros de control glucemico como los AGEs son 
menores en el grupo que h1perfiltraba esto puede ser explice~do por el hecho que una mayor 
tnsa de filtración glomerular. favorece! la eliminnc1ón rena l de glucosa y por tanto mejora el 
estado de control metabólíco. disminuy~ la tasa de formación de AGEs, además de favorecer su 
elimrnación por el riñón. No obstante, esta no es una condicrón normal, puede ser transitoria. 
pero generalmente va acompañada de danos estructurales de la membrana basal glomerular y 
es seguida del 1nicio del deteñoro de la funcion renal. Por su parte, los individuos con TFG 
disminuida (<90 mUmin/1.73m2

) , mosbron un incremento en las concentraciones circulantes 
de glucosa y de AGEs, acompañado ~; un detenoro ele los parámetros de control glucémico, 
como la msuhnemia y el ind1ce de resitenc1a a la insulina. Estos resultados confirman el hecho 
conocido de la estrecha interrelación ntre el control glucémico y In función renal Asr mrsmo 
demuestra J¡;¡ capactdad del metodo nal1t1co desarrollado, para detectar d1ferencras en las 
concentraciones de circulantes de AG!ts en funcrón de la condición metabólica y de la tasa de 
filtración glomcrular de los sujetos. 

La tabla 9 muestra la asoc1ación en¡}.e los prrnc1pales parámetros de control glucémtco, las 
concentraciones circulantes de AGEs y la lasGI de filtración glomerular en los sujetos de la 
cohorte divididos en tres categorías de fillracion glomerular. 

Parámetro TFG >120 
mUmin/1.73m2 

(n=414 

Rho (rL 

TFG 90-120 
mllmin/1.73m2 

(n=1644) 

Rho (p} 

TFG <90 
mUmin/1.73m2 

(n=8441 

Rho (p) 

Glucosa (mgldL) -0.0785 (0.0014) -0.0214 (0.5346) 
lnsuhna (IJUI/mL) -0.0815 (0.0009) -0.0338 (0.3284) 
HOMA-IR -0.0825 (0.0008) -0.0268 (0.4388) 
AG_Es (pUIImiJ -0.0171 (0.4873) _ -0.2925 (< 0.0001) 

Tabla 9. Corrclnc1ón de pnrámetros de e rlrol glucém1co. AGEs y la lasa ele filt·ac1ón glomerular. Los 
resultados se expresan como coeíiciente R~o (p ). 

Se puede observar que las concdntrac1ones Circulantes de AGEs correlacionan muy 
Significativamente con la tasa de filtr~ción glomerular. cuando existe una disminución de la 
función renal, aunque esta sea apenas una reducción leve . Lo que mnf1rma el concepto de que 
la reducc1ón ele capacrdad de filtrac1é;tl glomerular favorece la acumulactón de AGEs en la 
crrculactón. Esta í'lcumulac ón de A Es en la c1rculacrón a su vez puede ravorecer su 



deposición en la matriz e.xlracelular de los tejidos y órganos lates como el propio riñón. lo que CJ 

su vez puede generar alteraciones en su funcionamiento contnbuyendo o una mayor 
acumulación de AGEs. 

OelJ1cJo a que la frecuencia de daño renal rue muy baj;;J y que el etano renal observado fue solo 
de leve a modemdo entre los sujetos de la cohorte estudiada , corno se puede observar en lets 
tablus 5 y 6 , dec1dimos reclutar olros panentes mtrahospttalarios de los servicios de diabetes y 
nufrología y establecer un estudio de casos y controles, que permitiera evaluar ¡.~ l valor 
dragnósllco de la medición eJe AGEs parn predecir el daño renal crón1co en el paciente 
diabético. 

Como era de esperar. las concentraciones circulantes de creatinina y urea fueron mayores, as1 
como las concentrac1oncs sóncas de la l1ormona paraliroidea (PTH), un marcador lfpico de la 
nefropalia crónica en el grupo de diabéticos con daño renal. Así mismo, las concentraciones 
séricas de AGEs en los pacientes diabéticos fueron significnlivarnenle mayores comparadas 
con las del grupo nor rnoglucémico control. Estos Incrementos en las concentractones se ricas d~ 
AGEs en los pacientes dinbéticos, son aún mucho mayores en los pac1enles que sufren dar1o 
renal crón1co (Tabla 8) 

Parámetros aNG 110M Sin Nefropatía cOM con Nefropatia 
_{n=148) tn"<100) __ (n=l47) 

Glucosa (mg/dl) 80 (78-82tc 141 (127-1 54)a.c 99 (92-105)"·11
--

lnsullna (IJUI/ml) 3.08 (2.60-3 SS)t>c 9.59 {3 68-15.50)a 8.4 1 (G 08-10 73)3 

H01v1A-IR 0.60 (0.51-0.69)1! 3.94 (0.93-6.94\a 2 06 (1 54-2.58) 
AGEs (IJU/ml ) 406 (493-619)' 615 (513-718)é 2943 (2555-3332)"'b 
Creatlntna (mg/dl) O 94 {0.92-0.96t 0.77 (0.73-0 81)c 10 88 (9 22-12.55)~1 

Ácido Urico (mgtdL) 5.96 (5.73-6 .19) ,. 5 26 (5.02-5.51}"'r. 7 04 (G .G9-7.39)" 11 

Urea (mg/dl) 29.2 (28.0-30.3) 30.2 (27.8-32.6)c 131 1 (123 5-138.8)0
!1 

Colestero!(mg/dl) 187 (179-195) IU4 (176-193) 176 (168-185) 
Triglicéridos (mg/dl) 90 (79-lOO)tl. 163 (140-186tc 199 (177-222)o.b 
Hl>A l e (%) 8. 1 (7.6-8.6) 7.5 (6.4-8.5) 
PTH (pg/mL_) _ 638 (561-7!§_) __ 
Tabla 8. Parámetros rnetal>ólicos , concentraciones ctrcuiDnles de AGEs y HbA1c en pactentcs 
norrnoglucémicos y tJtabétrcos sin y con daño renal crón1co. Las letras rnLJestmn con que grupos son 
diferentes cada purámetro metabólico evaluado. 

Por otro lado, se pucrfe observar que la progresión del dclenoro de la función renal a estadios 
más avanzados ú irrever;>ibles. se acornp<.Jiia eJe un 1ncremento en las concenlracrones 
circulantes de AGEs. no así de las de glucosu, ni de los parámetros de control glucém1co 
estudiados, ni de lm; concentraciones circulantes eJe HbA 1 e Esto puede ser explicado por el 
hecho de que cuancfo los pacientes diubéticos com1enzan a filtrar menos. se s1enten rnal por 
estar su sangre llena de productos tóxicos del metabolismo; y pierden el apetito por lo que la 
mge5ta de carbohidratos se frena y por tanto meJoran los parámetros de con trol glucémicos 
como la insulinemia y el fndice HOMA y lé.l velocidad de glicosii<.JCión de la hemoglobina 
disminuye; tamllién porque estos pacienle de segu1o están suJetos a un control méd1co más 
exlriclo. Además, debido al recambio de los erilrocilos que transportan a la hemoglobina. sí la 
reducción del fillrado y por tanto el incremento en la lo.xic1dad sanguinea ya se ha rnstalado 
meses atras. la reducción de la glicación de la hemoglobina es más marcada. Por otro lado, la 
hemoglobinn glicosrlada es un producto de Amado1 t. una estructura que es reversible ; sr las 
concentraciones séncas de glucosa disminuyen, la hemoglobina gltcosilada se desghcosila 
espontáneamente. Es por esto que no se observan grandes diferenc1as en la concentrnción de 
hemoglobma glicosilada entre los pacientes diabóttcos s1n daño renal y con daño renal crónico. 
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Por el contrario. la formación de AGE es un proceso que st bien es más lento. ocurre sobre 
moléculas de vida med1a mayor a la de hemoglobina y como su propio nombre lo sugtere: 
productos finales de glícacion avanza la'', son estructuras molecularmente mas comple¡as que 

son irreversibles, y una vez formadas no se cltsoctan aunque las concentraciones séricas de 
glucosa disminuyan. Por otro lado, quando se establece el daño renal cron1co. disminuye 
marcadamente la tasa de fillractón gl~merular y por tanto la velocidad de elrminactón de los 
AGEs y de sus subproductos de degra;:iacron por el niión lo que conlleva a su acumulación en 
el torrente sanguíneo. Estos resultadop demuestran que si bien la hemoglobma gllcosilada es 
un buen marcador para evaluar el conttol glicémico rJel paciente diabélico a corto plazo (hasta 3 
meses). los AGEs son mejores marcaqores del descontrol prolongado (hasta 1 año) del estado 
glucémico y de los daños estructural~s silenciosos y acumulativos que conducen a estadios 
mas avanzados de la perdida de la funtión renal. 
En la tabla 9 se puede observar ctue ninguno de los parámetros de control glucém1co 
estudiados. se correlac1onan con las cbncentractones séricas de crent1n1na, por lo que no son 
buenos para evaluar el grado de alteración de lA func1ón renal en los pacientes diabet1cos. Por 
el contrario, se puede observar que la concentraciones circulantes c.le AGEs si se asoc1an con 
las concentrac1ones sé ricas de creatin a, tanto en el grupo de dtabétícos donde aun no se ha 
man1festado fa nefropalia crónica. p significativamente en el grupo con nefropattn 
diabét•ca crónica. 

Parámetro vs NG DM Sin Nefropatía OM con Nefropatía 
Creatinina (n=148l (n=100l (n=147l 

Rho(~ Rho(~ Rho(~ 

Glucosa (mg/dl) 0.0616 (0.4576) ~0.0747 (0.4603) -0.0878 (0.2903) 
lnsul1na (IJUI/ml) -0.0425 (0.6017) -0.0571 (0.5725) ~0.0896 (O .2835) 
HOMA-lR -O.J204 (0.85 ) ~0.0275 (0.7857) ~O 1088 (0.1894) 
AGEs (IJUI!ml) -0.1113 (0.17 2) 0.2093 (0.0366) 0 .2881 (0 .0004) 
PTH (pg!ml} _ 0.2860 (0 .0004) 
Tabla 9. Correlación de parámetros de co rol g'ucém•co. conCP.ntración sénca de AGEs y de PTH con fa 
crcahmna sénca. Los resultados se expres4n como coeficiente Rho (p) . 

Lo mt'ls interesante es que el grado de asociación entre las concentraciones séricas de AGEs y 
las de creatínina durante la nefropat1a ~iabética crónica, es similar tanto en magnitud como en 
signif1canc1a estadística, a la asoc1at1on de las concentractones circu lantes de PTH un 
marcador muy específiCO ele daño renéJI crontco. y la creat1n1na sénca. Se sabe que cuando el 
daño renal crón1co se establece, ha!{ una perdida renal continua de calcio, debido a la 
tltsm.nución de la reabsorción renal de calcio, y por la dtsmmucion de fa produccion renal de la 
forma activa de la vitamtna D. por lo qye disminuye significativamente la absorción intestinal de 
calcio, generándose una h•pocalcemi}que es detectada por la gl;:lndula para!Jro1dea la que 
responde con un incremento en la sec ción de PTH que favorece la salida de calcio del hueso 
para compensar la l11pocalcemia s1sté ica . Esta estrecha asoc1ación tiene un realce mayor si 
consideramos que la PTH solo se elev una vez que el daño renal se ha establecido, en cambio 
los AGEs se van acumulando progr~stvamente a Jo largo de los años y se encuentran 
Significativamente elevados desde ant.bs que el daño renal tenga man1festac1ones. de ahi la 
tmportancla del monitoreo sistemátict> ele las concentraciones circulantes de AGEs pma 
predecir cuales pacientes tendran may~res probabillclades de desarrollt:~r el daño renal y/u otras 
complicaciones crónicas asoc•adas a la Diabetes Mellitus. 



La figura 14. muestra la curva ROC que describe la relación entre la especificidad y la 
sensibilidad de la medición sénca de AGEs para predecir la presencia de nefropalía diabética 
crónica es decir tener concentraciones séncas de crealimna mayores a 1.3 mg/dl. 

1.00 

Figura 14. Curva de ROC que describe la especificidad y sensibllidacl de la medición de AGEs para 
predecir la presencia efe nefropatla crónica en sujetos con concentraciones séricas tle crealinlnas 
mayores a 1 3 mgfdl. 

Se puede ver que el área debajo de la curva es muy amplia y abarca cerca de 96%. Un análisis 
más preciso d.e la interrelación en tre la especificidatJ y la sensibilidad para predecir el daño 
renal cronico en el paciente diabétiCO, se muestra en la figura 15. 
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Figura 15. Relación entre la espec10cldaú y sensibilidad de la medición de AGEs sérlcos para predecir el 
daño renal crón1co en sujetos con concentractoncs sérícas de creat:ninas mayores a 1 3 mg/dl. 
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Se puede observar que la relación oplifr¡a entre la especificidad y sensrbilidad se obliene a una 
concentración de AGEs de alrededor~ 1000 ¡.JU/ml (1 042), similar a la estimada para el valor 
de corte de la población control normo~lucémica supuestamente sana. Los analísis estadtsticos 
mostraron que el método utilizando L•n valor de corte de 1000 ¡.JU/ml de AGEs tiene una 
sensibilidad de 82% y una especific1daql de 93% (Tabla 1 O). 

Logistic model for $realinine>1.3 
Number of observatrons = 395 
Area under ROC c~rve = 0.9556 
Lsttat 
Logist1c model for ~ealintne> 1 .3 

----~-

Ciassified ----~-------True------ Total 
¡_ o -o 

+ ~ 20 17 137 
27 231 258 

Total 147 248 395 

Classified + if predi~ted Pr (D) >= .5 
True D defined as cteatinine>1.3 

Sensibility 
Specificily 

~--------~-~~~~~~ 

_P_r_,(~+_/ D__,_) _81 . 63% ·-
Positive predictiite value 
Negatrve predic ive value 
False + raie for true -o 
False- rate for true D 
False + rate for t:;lassified + 
False- rate for lass1fied 
Correctl classi ed 

Pr (-rD) 93.15% 
Pr ( D/+) 87.59% 
Pr CD/-) 89.53% 
Pr (+ro) 6.85% 
Pr (-/ D) 18.37% 
Pr CD/+) 12.41% 
Pr ( D/-) 10.47% 

88.86% 
Tabla 1 O. Calculo de la sensibilidad y 1 espectficidad de la medicion de AGEs para confirmar ICJ 
presencia o no de daño renal crónico en el paciente diabético, utilizando un valor de corte de 1000 
¡.¡U/mL 

Se puede constatar un alto valor diagnóstrco e 1ncluso la leve falla de concordancia entre el 
d1agnostrco por la medic1ón de AGEs ~ por el valor de creatinina, se puede dP.ber a que cada 
tnd1viduo tiene un umbral drslinto para soportar ros daños silenciosos asociados a los estados 
de hiperglicemta antes de colapsar y rilostrar manifestaciones clrnicas de daño renal, por otro 
lado en este estudio se emplearon tpacientes cuya ultima fecha de hemodiálisis no fue 
controlado y no esta claro si la hem dialis1s pudiera o no contrrburr de alguna forma 8 la 
elimrnacrón parc1al de los AGEs en 1 s pacientes baJO tratamiento. De cualquier forma, el 
análisis de regresrón logística reélhzad4> para estimar la probabilidad que tenían los rndividuos 
que presentaban AGEs mayores a 1000 pU/ml (valor de corte estimado) de sufrir una 
reducción s1gnrfrcativa de su tasa de f1IJración glomerular que conduce al incremento sérico de 
la crealinina por encima de 1 3 mg/dl, mostró que esos paciente llene en promedio 46 veces 
más probabllrdades de padecer de dat\o renal crónico, con un máxrmo que puede llegar hasta 
86 veces mayor (Tabla 11) 



Logistic crealinina>1.3 AGEs>1000 

Logisllc regression 

Lag likelihood = -148.25465 

Crealínina>1.3 
AGEs>1000 

Odds Ratio Sld Err. z P >lzl 
45.76 14.76071 11.85 0.0000 

const 0.721154 0.192798 -9 84 0.0000 

Number of obs = 395 
LR chi2 (1) = 224.96 
Prob > chr2 = 0.0000 
Pseudo R2 = 0.4314 

[95% Conf. lnlervaQ 
24.31732 86 11056 

0.0427033 0.1217851 
--~--~--·~------------------~--~----~~ 

Tabla 11. Estudio de regresión loglstJca para estimar la probabilidad de desarrollar daño rE:lnal crómco en 
pacu:mtes díabel1cos con concentraciones sériCDs de AGEs mayores a 1000 !JU/mL 

Conclusiones 

Los resultados del presente estudio demuestran ~nequ1vocamenle la validez de la medición de 
las concen traciones crrculanles de los productos finales de glicación avanzada derivados de 
glucosa. utílízando el método analítico desarrollndo por nuestro grupo de trabajo para evaluar 
el control glicémico del paciente diabético a lnrgo do plazo Y nos dota de una horrnmienta 
importante y complementaria, para el rnonitoreo de la evolución metabólica y clínica de los 
pac1entes, que nos permite predecir la apancrón y/o el desarrollo de las complicaciones cronicas 
asociadas a la diabetes Mellitus , ta les como la nefropalia diabética crónica> 
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México D.F a 10 de Febrero de 2016 

Dr. Eulises Díaz Diaz 
Depto. de Biología de la Reproducción 
Presente 

Estimado Dr Oiaz: 

Por este conducto le nformc Je su proyecto ''DESARROLLO Y VALIDACIÓN 
DE UN INMUNOENSAYO PARA LA CUANTIFICACIÓN DE PRODUCTOS 
FINALES DE GLICOSILACIÓN AVANZADA: EVALUACIÓN DE SU VALOR 
DIAGNÓSTICO PARA PREOECIR LAS COMPLICACIONES CRONICAS DE 
DIABETES MELLITUS.". con reg1stro CINVA: BRE -557-12/15-1 finalizo en abnl 
del 201 '5 En JUniO del 2015 

1
1e not:ficamos que deb1do a que su proyecto se 

encontraba venc1do lo invi1ábt3mos a someter una prórroga. Hasta la fecha no 
hemos rec1bido respuesta de u parte por lo que esta com1s1ón ha dado por 
conclu1do el proyecto antes m nc1onado. 

S1n otro particular por el mome to. quedo de usted 

Atentamente. 

l)J\Ú-A-~ 
Dra. N r a A Bobaa lla Sandova 

Cobrdmadora de la CINVA 
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INSTITUTO NACIONAL DE 
CIENCIAS MEDICAS 
Y NUTRICION 
SALVADOR ZUBIRÁN 

"2015. Año del Gfnera lisimo José María Morelos y Pavón" 

México, D.F. a 23 de Jun1o del 2015 

Dr. Eulises Díaz Díaz 
Depto. de Bilogía de la Reproducciórl 
Presente 

Estimada Dr. Díaz: 

Por este conducto le Informo q e su proyecto. "DESARROLLO Y VALIDACIÓN DE UN 
INMUNOENSAYO PARA LA CUANt iFICACIÓN DE PRODUCTOS FINALES DE GLICOSILACIÓN 
AVANZADA: EVAlUACIÓN DE SU VÁLOR DIAGNOSTICO PARA PREDECIR LAS COMPLICACIONES 
CRÓNICAS DE DIABETES MELLITUS"t con registro CINVA: BRE-557-12/15-1 ffnalizó en abril de 

este año Por lo que¡le solicito de ~manera mas atenta me haga saber si el proyecto requerira 
una prórroga. En caso afirmativo, f-d r de enviar a la CINVA el penado de extens1ón que so licita y 
de requenr ~m mayor numero de af11males especH1car y justificar como se utillzuran y los 
procedimientos experimentales que e llevarán a cabo con los mismos. En caso de no requerir un3 
prorroga favor de llenar el formato dt> cierre oel protocolo que se anexa a la presente. 

Sin otro particular por el momento, uedo de usted. 

Aven 1da Vas<:o de 
Qui·oqa No 15 
Colon a Beltsario 
Dommguez Secc.on XVI 
C.~l<:!gaclón Tlalpan 
Código Postal 14080 
rvléxtco, Distrito Federal 
Tf l. (S 2) 54 8 7 O 9 O O 
www.l n cmnsz,mx 

Atentamente, 

' .1 '- ~ MEDICAS Y NUTRICIÓN •• ) 
1 e I NS . NAC IO NAL OE CIENCIAS 

tJJ\_(}-J(V ¡ . ·:·~L~~;~:lUDORA~I yv 

Ora No a lla Sandoval V"' 
~oord 1 nadora de la CINVA D 1 RE C C 1 Ó N O E 

INVESTIGACIÓN 

c.c.p. Dr. Gerardo Gamba1Ayala, D1rector de Investigación 

MVZ Mariela Cont eras Escamilla, Jefa del Bioterio. 
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IN5TITUTO NACJONALIJE CIENCIAS 

MEDICAS Y NlJ-:"RICIÓN 
,. •• ., . tH• orAN 

* .":.~,.~~~~~ 
IN'/t-STtGACIÓN EXPERIMENTAL 
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INSTITUTO NACIONAL DE 
CIENCIAS MÉDICAS 
Y NUTRICIÓN 
SA LVADOR ZUBIRÁN 

DR. EULISES DÍAZ DAZ 

"201~, Año de Octavio Paz" 

Investigador 9ft1 rJepa.rtamento ge.BioToefía 

d~la Rel?reducción. 
P Rt-s'""E N T E . 

Estimado Dr. Diaz: 

México, D. F, a 9 de julio de 2014 

En la reunión que tuvimos el dla de hoy, la CINVA determinó que debido a que en el 

bioterio no se cuenta con las instalaciJnes para la reproducción y cuidado de cobayos y que 
tampoco sabernos si existe espacio para 'el alojamiento de esta especie, le sugerimos que patiq ue 

con el Dr. Rafaél Hernández para definfr si el bioterio cuenta con el espacio físico para alojar 
cobayos y el material necesario para su 1rnantenim1ento. Tambíen nos permitimos solicitarle nos 

oescííba el numero de coneJOS, borregos!y cobayos que requerirá en los siguientes seis me:ses, ast 
como, la justificación rara cambiar de es~ecie. 

vna vez que contemos con esta informacion, la CINVA determinara si se otorga la 

prórroga solicitada y el uso de una nueva !especie en el protocolo. 

Sin otro particular, reciba un cordial saludo. 

A ~entamen te, 

Dra~bj ;andoval 
Coordinadora q e la Comisión dE Investigación 

en Animales 

c.c.p. Dr. Gerardo Gamba - Director de lrwestigacíón 
c.c.p. Dr. Rafae l Hernández - Jefe del Bioferio 

Vasco de Ou•roga No. 15 
Co lo 1ia Sectión XVI 
0elegac•on Tlolpan 
Mex•co, D. F 14000 
Tel. (5 2 ) 54870900 
www .t ncmnsz.mx 
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INSTITUTO NACIONAL DE 
CIEN CIA S M~DICAS 
Y NU TRICIO N 
SALVADOR ZU BIRÁ N Mtb:ico, D.F. a 23 de junio dei20H. 

Ora. Norma /\racelis BobadiJla Sa'ndoval 
Coord inadora de la Comisión de nvestigación en Animales. 
CINVA 
PRESENTE. 

Por medio de la presente rne diri jo a usted par~~ so liciltlr una <ltnpli<lción di proyecto ti tu l<~do: 

"Dcs<~rro llo y va lidr1cion tle un inn unoensayo para la <:U.1n t1 tl radón rle productos fin;:¡Jes df' 
gllcosi lanón av;mi'.Jd,¡· evaluación de Sll valor diagnóstico pilra predeLi r IJs cornp licnciones 
crónicas dr. la clr.1hetes melli tus"; proyecto de investigación CINVA-557, Clave BRE-557-
11/ 15-1. La ampliación solicitada ~>s par;:¡ incluir ademjs de los conejos y los borrego~ que 
Lt!liÍ:tmos contemplado desde el ii-Jtcto del proyecto. cobJyos que ser,1n t-mpleados en 1.1 
producción de anticuerpos anrH ~sulina. mismos que empleamos rurinariamente en un 
RadiolnmunoAn;ill.sis (RlA) para la cuantifkacion dl' insulina de los pacientes de e.sce y otros 
protocolos de invcsrigat:rón c¡ue est mos lle\'ando a cabo. 

l.1 sohcitud se: hace l'll función e que los <H1tícuerpos anti-wsulint~ h<~n tenido mucha 
dernand.l y Sl" est."in ~gotaitdo. p r lo que necesitamos producir un lote nuevo. Quisiera 
.tdiciunar que loo; animales serán orrectamenle manipulados \' se ~~mple;:¡ran esquemas de 
rolllltlltiz<lción ya previa mente pr )ados y similare'> .:1 los c.les..:ritos en protocolo para la 
ínmuniznción de los conejos y lo!> borregos. Cont<lmos con Jos recu rsos necesarios p.1ra b 
r ornpra de <tltmcnto, y dt·más ma enales p,1ra su manipu!Jción y cuidado como sedantes. 
¡cringa.s . Dichos animales estarán en el Bioterio por un período máximo de 6 meses. has ta la 
obtcnt:ión del suero hipcr inm une c~11 <Ilto título de lrabaju. 

Sin otru r .l rtic:ula r. me clesp1do de u~ted. no sin antes enviarle un co rdial saludo. 

Dr. Eulises D1az Díaz. 
Resp<,lnsab le 1 écntco de l Proyecto. 

Investigador del De¡~artamento de Biol ngic:~ de la Reproducción. 

Ccp. Dr. Ri11:1cl llernández Gonzále . Jefe del departamento de Investigación Experimental y 
Bioterio. 

Va~co de Qu~roga No 1 S 
Colon ia Secc ión XVI 
Delegae~on Tli.!lpan 
México, D. F. 1 •1000 
Tel. (51 ) 54870900 
www . 1n c mn s z . mx 



Dr. Eullses Díaz Diaz 
Departamento de Biología de la ~eproducción 
Presente. 

Abril 16, 2012 

Con referencia al proyecto de lm~stigación: "Desarrollo y validación de un inmunoensayo 
para la cuantificación de producto~ finales de glicosilacion avanzada: evaluación de su valor 
diagnostico para predecir las compl caciones crónicas de Diabetes Mellltus" 

Clave: BRE 557·12/15-1 

Registro CINVA· 557 

La Comisión de Investigación en An,males rev1só la respuesta a las observaciones emitidas por 
el CINVA y se decidió la APROBAC ÓN para su desarrollo. 

Sin otro particular, envfo a usted un cordial saludo. 

~ . M.Sc. Cert.LAM. Rafael Hdnández González 
/Jefe del Departamento de Investigación Experimental y 

/ Bioterio 
Coordinador de la Comisión de 1 nvest igación en Animales 
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COMITÉ !""'S fiTUCiONAL DC Tl\V'ESTIGACIÓN BIOMÉDICA Et\ ll LMANOS 

FORJ\'L\'J O DE ~VALUACIÓN DE PROYECTO DE 
INVESTIGACIÓN 

No. de rcgislro CUBH: BRE-557-
12/15-1. 

l. Título del ~royccto 1 
1 

Dcsurrolk1 y \'alidación de un inmunocn'\aro para la ~.:u un ti licacion de productos lionlcs dt! glicosilnción 
a\ :mzad:1: evaluación de su \alor d iagnósti~o para rrcdl!ci r las Ctlmpl icaciuncs crónicas de la Diabetes 
fV{cJ ltlliS. 

2. ln,·estigadores 
2a. fdentificación 
t\omhrc, finmt y ,,Js~.:rip~:il'in de cadu uno de lo:. Í rl\~.:~tigacl' ..:.~ part ic•ran te~. F l mv~::>t igaJor princi¡MI tlcbt:n'• ,cr un proti:sinnal ;lds~:ritCI .. la 
ln:-.rituciún (médico de h''''-' 11 invc:sti".ldor) v no un i.!lumno,l.h: curso, r~'~ idcnte. P.J"antc. íntcnm. cte.:.). 

I'IVLS I IG.-\ DOR l'nStCJ(\11 ÍO'illllh.!ÍI1r1J) p,¡si.:ion en d proyl·ctn Tcléti•no (<:XI ) Ce liT\'0-L 
IJr. Eull~l:, [)¡U/ Dm; lnv.cn C'il.1H:.\1tltl. ·•("' h:~rnn~ah l ~.: T o..-...:niu• 54X7011flrl e40S) .:ul i~c,d a vahtl<• ctllll 
Dr. Fcmanth• L arrea l nv,.~l C1c11<:_~h!d .. ! .. II\'C'>tl4lldliJ' •\o;,¡~:Í.Itlu 5·17'17111}()(1 1 ::!.J 12l i:HTCU'<Ill~l7;1 ) ÍllllSZ.IIlX 

\-1. en C. 1\ lario C..Ji d..:nn~ lnv_cn e icnc :-. lcd .. c .. nve~l:g.mlor -\o;oc1;1do 5-1~7(l'Jf)(l ( ::!-10:-\) 111:1n.:nr·a•unam.mx 
L o..'Oil 

Dr. C~trlos Agudur ln\ .t:n Cien~: :>. lé,l. .. ,.~. "' c:;tigadm ""lci.,,lu 5-l~70•J(IO 1 :!405) qgudar.;.lln .. u,. a yrd1<'• '·'-'\llll 
SalírKh 
Dr. Jm,.: Ricard(l ('¡lrf'l',l Jn,·.o..·n ,·icn..:ia..;1\Jéd. "F .. ~11\<.:..'>tigaJor A'<lCJIId•• s.J~7o•;oo t25tlil corrl'<HIItknl prmltgy nd.111x 
Roltcr 

2b. Pertinencia del grupo de investigador':f con respecto del proJ ccto 
IJrcvcnH.:ntc d..:scriha la<. caliticacionc:s dd g 111po inve~t igut:t~ C,'\ll n.:,pt.:cto dd rroccso Jc in,·cstij!ucíón <:Íl'llttlica en gcncral y con n:spccw del 
rn•yccw rrc~L-ntadl• (v.gr .. grJdo acadt!mk1•. c.~ncn.:nd<t 1,, llnd. micmhrn del sist<::lllJ d<:: ínvest il:!adnrcs Jc lt)~ 1'-lS. Jcl SI\ l. etc). 

Todos los tn vl..!sti g adores p crtencccn sistcm<l de inv~:sti oadnrcs de In Coordinación Nacional de los lnsututus 
Ni.lt:ionalcs de Salud y cuentan con nombramientos ' tgcntl!s. L:l Dr. Dinz es nivel l del SNJ. El Dr. Larrca es 
_re fe del departamento de Biología de la ~eprouuccio n. el Dr. Aguilar es subjefe del departamento de 
Entlocrinologín. el Dr. Correa es j cre del dc(\'lrtamcnto de ~efrolof:,rin del lNCM1\SZ y todos ellos son ntvcl 3 
del SIN. El M.en C. üírdcnas ademús de ill\ cs tigatlor, c:~_prol'esor de Biol~gía_Con~_Eilrada de In FES lztacala. 

3. Instituciones participantes 
'\fnmhrc y dm:ctillu d...- la o las inslilucil111t:S participan te~ y 1rcvc d..:scripdón Je en que con~istmí su partícipaci<in. Pilfn c~tlu.ho~ multic~nlrico' 
añatl1r los datos Jd centro conrd ínodpr 

Todo~ los mvcsugndorcs c:;on del IJ\CvlNSZ. \ n,s;co de Qmroga Nu. 15. Sección :\.'Vl. Delegación l ln lpan. C.P. 14000. 
'\féxico. D.r. 

4. Patrocinio 
4a. OrganL~mos patrocinadores 
!\omhrc. dircccinn v td.:t'nno do.: la o las organlltlcioncs, infttucioncs o htho~tto!:!_os que Jportar.in rccurs0s 

Proyecto fin<lncimln en su towlidad (72 1,104 pci\)~) por el 1 ottdo <-\c~.:toiin l de lnvcstigacíon en Snlud y Sl.!gmiJad 
Soc1nl. 201 1-1. dt!l CONACYT 

.th. Especificar si los investigadores reciben pago (monetario o en especie) por su participación 
específica en la invcstig~1ción. 
En ca~o a lirmtlttvn. dcscrih1r 

\fi nguno de los mvcstigadores recíbiní pago 1lguno. 

5. lVIarco teórico 
Explicar dewllad:mJcm" tu~ fund:unenros dispnnibk s u li! !1 tcha en los Que se has:.~ cll'~lUtlio yut: se prnpon..: ! semi Jo b•vh1eil'n, dmn" de 

josefina.zunigal
Cuadro de texto
Articulo 113Fracción I de LFTAIT eleminado correo electronicopor tratrarse de un dato personal



cxpcrimo:11lm. cn unimak' 11 cu hum.uw::.): 
1) aHlc<.:~dcnte<>. 

hl dctinit:ll.lll t.ld pwbil'Jtla, 
<.:1 iu~ltlicaclllll 

. , 

Antecedentes: Los Productos Finales u~: GlicosihH.:wn Avan.t:adu (AGEs. JWr sus s1gla~ en ingJés), -;on 

cslrucLUras molcculmcs complejas que se tonnan en In c¡rcuhiclÓn de los pactcul~o:s con diabetes no 
~ontrolad<l, como consecuencia del esl,H.lo de bipcrglicemin sostenida durnulc largos periodos de tiempo. por 
intcrm:c1oncs no cn7imutictL'i de la glucosJ. y otros nLúcarcs reductores. con los grupos ummos de las proteínas 
séricas y de la matnz cxtraccl uJar. fundamentalmente de los organos del ststcma circula tono y renal Esto" 
cambios nwJifican las caructcrishcas quinuca-Hsicas y por tanto las funciones de las proteínas glicosilndas y 
a su \ t:l de lus órganos a1i.:ctm.1os. En las última::. tlécadas. la investigación biomcdica ha aportado gran 
inlurmacion en lo referente a la parl!cipación Jc los AGE" en las complicaciones cnrdiovuscularcs y renales 
de los pacientes dtabéticos: ; hun s1do consitlcrodos como un elemento que fa\ orcce tlc forma signiticaliva el 
proccso de cm C.JCCJllllt.!nlu acdemdo y por tanto de la::. compli~.:ac tones cróm~.:as de Jos pactenles Jwbétlcos. 
Lo~ AG~s son estructura-; que se fonmm lentamente por lo que rcqUJcrcu concentraciones clevatlas d~ 
glucosa :o;(.>:->terudas en el tiempo, pm lo que wando se li.>murn rcl1<.:JUII meJor el tlctenoro prolongado del 
estado de la ghccm1n ) por tanto se asocia con daños tisulares en periodos tle tiempos lllrgos. Apm·enremcnll!. 
los AG Es pueden man tenerse en lu drculactón hasta un año despues tle su síntcsb. y su acllvtdad nocr \a de 
entrccruzanucnto con otras protcmus y ele depósito en los tejidos. continúa uúrr dcspucs de que las 
concl!ntrnciuncs séricas tle gl ucosa regresen a su va lor nonnal como cnnsc~.:uencia de un lralamit.:t1lo médico 
cfcctt\l). Por tal razón. los AGEs son stn duda alguna un m~:jor indicador tlcl estado tic control giJccmtco a 
largo plazo y del tlaño acumulado en los tej1dos del paciente dinbctico. 
Definición del problema: Conocer la: .. concentraéioncs séricus de AGEs 1..!11 d pncicnlc diahétko. constituirá 
una hctTamlcntu de gran utilidad pura el contnll' de la cn !~nncdad y la prevención tlc lns complil;aciones 
carclwvnscularcs y rcnaks de los pacicmcs diabéticos; asi como contnbum1 a la dismmudón de la mddenct::l 
de muerte tle estos pacientes debido a las compli!.!aciones propias de la enfermedad. A pesar de ello. debido a 
complicaciones mctodológicu~. aún no se cuenta con un método comercial pnru medir tle forma cuniiable. las 
conccntracmncs circulantes de AGEs, que permita establecer su relación cou el 111\el Jc gravedad de las 
complicaciones nsodadas a lo Diabetes Mellitus. La fn lta de prcparacionc~ estándares de rcfcrencru. así como 
tli{icultauc~ ¡micticas pura la generación de anlicucrpo~ específico::. contra AGEs. han sido el talón de Aquiles 
para poder contar con una metodología confiable de uso rutinario para el momtorco tic las ~nnccntrac10nes 
circulantes dc AGEs. Esto es debido a que los ;\GEs son mezclas complejas de estructura." moleculares 
tlt \'Crsas. C(.)ll di rerc.:nti!s velucidades de 1i.>n11UCIÓ11 y cupneidad de Cllltltr lluoresccneiu o rc.:nliLar 
cmrecruzamicntos con 0tras proteínas. Por tal n:tLÓil algunns AGEs sintclizatlos .. in vitro" en .srrantlcs 
c<mtidadcs no han mostradl• tcnct- valor diagnóstiCO, mientras l!UC otros. en los que :;1 se ha v1sto una rch:vautc 
asocit1ción con el estado metabólico del paciente diabético y pudieran ser utili.t.ados como marcadores 
biologicos, poseen poen capucidnd i lllliunogénica, por lo que se hace tli lici 1 la J>roduccrón de anticuerpos 
espccí ficos. 
Justificación: En los últimos años, después de ltabcr probado dircrenlcs proccdimicntus químicos y ensa}ado 
\ <Hios esquemas de inmunll.aciún, nuestro grupo de trabajo hu desmTollatlo una metodología apropiada p.tru 
la síntesis quínuca uc AGEs. qm.: rcpwuucc a escala de laboralono, los procesos que nom1nlmcntc ocurren m 
la sangre de ll)s diabcti~os. T mnbién hemos logrado desarrollar unn mdotlología efectiva para producrr 
anticuerpos cspcctticos contra AGCs con valor uiugnósttco para clmonitnrcu tlcl paciente tliabético. Por ello. 
tl1lctamo~ 1rl volitlación de un Rndioinmunom1alisis específico paru medir AGEs en suero. Los resultados 
preliminares S<.lll muy alentadores; lwrnos evnluutlo un grupo tnlcinl de 50 mtlividum~ nn t.liabéticos y 50 
indi\ tduos diabcticos con da1io renal. y ob~crvanws que en promed1o los md1v1duos controles lll..!nen 311 ± 
1 <>5 ~tUAF mL mtentra~ que los paL:ientcs diabéticos tienen concentraciones tic 5821:\ 3176 J.lUAf/mL: (p < 
0.00 l ). Por otro lado. los va lores de los mtlivitluos controles son muy cercanos entre sí. mientras que los 
Yalores de los pacJCntes con nefropatia diabéltca t1encn una mnyor <.lispcrs1ón. probablemente asodaua al 
nivel de dai1o v/o al tiempo de cvolucion ele ln diabetes 
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Fn el presente trabajo nos proponemos re 1lizar la producGÍ\)n de cantiunde~ sulicientcs de ant1cucrpns 
policlonnlcs anti -AGE, que nos pcnniln no solo tcm1inar la validactón de nuestro métod{l r~nalttico. ~inn 

contnr con cnn1idndcs suficiente~ para llcvut u caho la evaluación de In relacióll entre las conccntrrtc10ncs 
cm.:ulamcs de los AGEs y el gr;1do de con)plicación de lo-; pacientes diabéticos. con el fin de establecer 
valores de conc a los que se asocien las colñpl~t.:acicll1cs cn,n~t.:as de la tltahetes tale:. como In rt:tinupatía. la 
ncfropatla, In nnt,.r1opatin. cte. 
Poder contar con un m¿totlo como este. n :'l" pondría :.1 la vangu;mlicl del diagnóstiCO prc\ entiv<' de las 
complicaciones cronicas de In diabetes. 

6a. Hipótesis 
Dctínído como un cnuncl;ldr.' ~nmpmh<lh~~ .'.'ccr~a ~~la lch_tdicin entre U I Ht varwhlt: dt.:po.:Hdit:Jlle y un:t v:1riahle imkpcml11:ntc. 
( I'L'<:<1Riar que los .:onct"pto~ de· l1ipote;" nula . hspntrl>JS .lhl'ma·· ~e rdJcJwl:sn al .JnJIJ~ts c,•mtdf~tt~:u pm lu qm: \10 dtbcn mclu1~~: cnc~r~: mh1~11 
Los pnctcntcs diabético~ tienen concen traciclltC'> cin..:uluntcs elc\·adas de AGI:s y se asocian con el grado ele las 
complicaciones cróntcas y/o con el tiempo d~ evolución de In Jiahctes mcllitus. 

6b. Objetivos. 
-\qudlos que se esperan nbtcncr puntualrncme en d ~wdiu ~ cspecilicado~ cnm<' tlhjetivo g~:neru! ,. obkm (l<; L"'-pc..:dico~ 

Desarrollar y validar un mmunocnsnyo parn In cUJml i li~ación dt.: productos finales Jc glicosíl;,cwn <~van/adn y C\ aJuar 
su valor dtélhl'J1Ó~lÍt:O pnrn predc~ir hts complicaci41nc~ crónicas de la Diabcll:s l\1clliltb. 

7. Metodología: Diseño general. 
Dc~..:ribir el di~cño general Jcl L~tudío y. sil~ pcrtim:ntc. L·s¡Jccilk<~r los :-.iguic11les runtos: 
a) Dt~dío del ~luJiu tk:scrih•r ~¡es akmorio 'n(l al;,. .. lloriCl, 1ntmlado. Jc ~nhortt:. hpo tl\.1 ~cgmTlti.!IHn (dohle-ctq:o simph.:t tipo de cnntn1Jes 
(p accho, mcJ icmm.!nto nctivo). periodo de lu\'ndo .. 
b) l)~..;cnpca)n de 1::\ lllUOIObnt 0 ÍIIIC!'VO::liCIÓII j 
e) Tam::~iio úe mu~m.t (1, de pactcmo;;-. il inclui.r: justificar d úkuln) 
d) 'l.lecanh.mo d.: a~tgnactbn del lmlalnr;.;mo t tleutnriolnbtc 1) 

e) Grupus de tmtantictllo y 
!t Duraci(Ín dd ~eguimienl~• imhviduul 

1) Se llevara n cnh0 la proJucclOn de <llllicul.!r¡l<ls policllmaks nm t-ACd:s l:ll coneJOS y Jc anticuerpos anti-IgG de 
conej~1 en borregos. para productr cnmidades sulkienLes ele rem:ttvos primnnos para la v:JlitlactlHl del mmunnensnyt' y 
prtm In mcdit.:i~'m de t\GE:-. t.:n su~ro. 
a) P~tr<t esto smtetizaremos AGEs sobrc la mot¿tLJa tk. .J!butTIIIlCl st:rica bovma ( BS:\) por incubación durante 9Cl Jws 
cnn ghtcnsa a 37"<. en condtctoncs de oscumlacl y ~steriltdnd. Unn \el. Lcrmll1ado el penodo de mcuhactón los ,\GEs 
serán snmcttdo a un procedimiento de reducci<'tn químtca, tltalizndos 3 dta:s contra PRS pH. 7.2 y punfic:tdos por 
crommogmlln de :1fimdad p~m1 uuml.!ttlar su activ !dad cspccíficn 
b) Una ve7 carac1enzada la pn:parm:tón de ÁGCs por lluorescenctn, st:rú empleatb para producir anttt:ut:rpos 
c-:pecificos en conCJLJ machos. Para csto. 500 u~ de ,\GE-BSA será inoculado ml:zclatlo con :tdjuvnnte completo t.k 
Frcund por unn Utllcn vez y 15 dtas despltCS lo~ con~io" serán resumulndo con :!50 ug de .1\GE-BSt\ mczclaJo en 
ndjuvante mcompleto de frctmd unn \ e.t. <11 me:::. <, urante 6 mese~. para lograr respuestas de alw especificidad y lns mil~ 
.1lto:-. títulos posihlcs. Los títulos de anticucrpls serán monílorcndos 15 díns tkspués de cadn mmtmiza1.:ión. por 
<>angrado de las venas de la nre¡n de los nnu aJes, teniendo en tntln m0rncuto C'1 ctudndn de nn estresarlos, m 
[asttm,lrltls iunecesnri<1mentc. Todo el pers<mal 1 volucradn en d maneJO de los ilnnnnlcs esta entrenado} cunnln con 
cxpenen...:w de más de ~O niios cu csw tipo de mntttpubóones. lkhido a In ba¡n rcspucst~t mmunológ1ca qttl.! se log.:rn en 

los nmm:1lcs de C\pcrimemacion corura los A< il f. se re\lUtere unmíntmo de JO coneJOs pnra poder seleccionar lo~ que 
respondan v dt:sccllar los que m1 ll1 hagnn. Pudicndll contar con canttdadcs ntk·cuadas de nntJsucro:> pttrn l>t::r emrleado.; 
en i:l presente V las futU111S lt1Vc.:'StigacÍ011CS1 a Í C0111l) paro SU posthk empleo en cJ lll011Í[OfeO UC los pacientes 
di~lbcttcos de nuestra instituctón. 



d Para la produ~ciún Jd <1111 icu~:rpu .sccundnrio ncccs<tno pata la pn.:cipitacióu Jd RIA, ~e ;;jslaran las lgG Úl' ~nn~JO 
de suero~ t.k anima k:- vírgenes por prccipitm:iún l':llina ~on :.ull'att.l de "odio y ~e dialii'aran ~ontra Pn~ Jun.ultl' 3 dta:o;. 
las lgtl J~ coucjv sl~r{lll uttl11aJas para inocular un ht.)trcg<• y producír <mticucrpos anti-[g(i tk coneJO. si!!uicndo lllt 

l':.qul'ttl:t de inmullll..<tcwn :-;imil.tr al anterior pero utilitando :\olamt:ntc aJJuvante incomplcw de Frcund. 
d 1 C~1t.b 111c~ ~e rcaluara el marcnJc de una alicu~1lil de 1 O ug Jc . \GE-BSA eon 1 1 2~ para la preparación del tra7.at.k1r 
radll!.tctt\'n nccesano flJr:l d ntdtoi lttnunoanó ltsts 
l') L 1141 .llú.:uuta Jel .\G[-U$.\ caral:lcnznJo por l l ut)fl'S~eu¡;w sera utilizmlo colllll <.:li iY:t est;indnr. para cllu d Atii :
US. \ sc:ra dilutdo hasta cstahkn·t d rango dmámico del cn~ayo 

2) Sl' ~mnplélar<i l:.t \'alida<:il.lll Jcl inmunoensayo: RuJwtunlunucnt.ayo Jc comp<.:ltctún en fa!'e liqutd<l ~ou 
pt t.:c 1 p tl<l~tón por ;)egu 11do a mtcucrpo ( RIA). pura garanti1ar la n!pr~.,Jm: tl>J liJad de los r~sulladus oblemdo~. 
.1) Se establc~crá el rangu dinñmicn Jcl ensay('. \Crilicandu el mugo de cow.:<.:ntradon1.!S d~1nJc el s1~1cma anuliucn 1.-s 
cap;v de tl..'ncr una rdaciún du~is-rc~pucsta adecuad.~ . 

h) C::,c c:-.lahkcerá la presión 1111 ra e inh:r- ensayo 
e) Se n·rilk:1ra la cspCI.!lÍÍ<.:Id<td de los anltCUI;)rpos pn,ductdn:- al cn fremar!o!:> a dit\.:rcn tcs prcparacwm:~ de ..\(d:s 
dtst tntas .1 la que se uttli/Ó pant mducu :.u proJuccióu en lllS animales u e expcnn ICilt,lCIOn. h. si como su pnsthlc 
rL·acttdda<.l auzaJa con cstnu.:turas que ~on ccn.:an:ts a los \Gfs pcm que JW 1<, son. c~Hm' lns producws Jc \anadllris 
( ht:moy lt,huw gl tcnstlaJ:~) . 

d 1 ~~: '~nlkar.:i las posthlcs mtcrl'cn.:ut:ia:. con .los altos nin.:lcs Jc lipiuos. hemoglobina. biliruhin;1s \!lltrL' otru~ 

l:(lltlplll.:;)lU~ . 

~ ) Cnmo pilltc de la \alidactún del valor diagnústic<' tk l:t medición de lo:. AGE:. para prcdeLtr la~ compli~.:acionc:. 
cr~11ll~.:as uc la diabetes. 
al ~e tomará un;t muestra de snngrc lut::ll en tubus ctnl .wticuai,.rttlantc par<J lt1 mcdiettlll Ul; lt(!tnoglobína glico:.ilada y 
\Criticar el c...'Stac.lo hemútko cn gcnc1n l de los pactclll~~ dtabcllcos. Se tomara u11 1ubo pnra s~.:porar suero y realizar la 
mcdtdún tle lm• par~tn1ctws bimtuimicos como glucosa. insulina. p~.!rlil de lipidos. erealinana. Úctdo úrico. AGEs. de. 
Para el caso parttcular de los pacu.:111cs día bélicos se e\ alunrit 1<, función renal a tra\'(;s de la medictón del mdicc de 
dqn11<1ctón Jc creatmina. patit lo uml se tomará un.t muestra de nnna de 24 horas. 

4) Se rcalinrá un estudio lr.msvcrsal comparativo Jc c"sos y c.:~mlrt"'lcs no alcutorilmk1. para ello se rcalintr.í la 
meJiciún de \GEs en poblaci{lu supuc~lamcnte snna 1 individuos controles adullt'S no diabét k't.lS de ambos scxr,s) y en 
P••cicntcs dwbctt~os fundamentnlmcntc u\: nuestra in:.tllU<.:H\n. Se parearan Jo:. gntlWS c:xp~rimcntalc:. por edad y sexo 
Se e::.l<lbkt.:cr:ln lus ,:.¡Jt,rcs de rcfcn.:n~i.1 pura el grupt, ~onuol y se C\<llunr.iu In:. conccntmck,ncs circulantes de \(iL5 
en los pactcnll::. d tahéllcos. Se cstublc~crú un u .tM'ctnct(H 1 t:nt re ltt!:> CllllCcnt racillnc:-; ~• r..:ulunt es de AG E::. y el gr<tdo de 
las compl icucwocs ~.:rúntcas Clt los pnc1cntcs dwbéhcos ( 1 umlamcntalmentc J~ l.t lli.!i'ropnl ta, aunque qucrcmus C\'H luar 
pactcmes ~.:on rctmop<tliu dtab6Ltca .• mgwpaun uwbcttcu. dtabéttcos hipcrtcnsos: así ~.:omu otras complicadLlltCs pn>pta 
de 1~1 dtabcles comu la disl'uncwn crcct i l. emre otra::.). Sl~ t:onsiJcra e\·aluar al mctlll:. 1000 ¡ndt\. iJuos controle:. )' 1 ()()() 
mdJvtduus con Jistintuli u~ws ~k cumpllcacloncs cróntc<h de la dtahclcs. funJamcnlalmcnll' nct'ropalin dtahcllc.l. L"1s 
part icipantcs seran n:dutaJus por uwitac..ton o captados de u• ros pruycclos J.c itm.::sllgo~ctún relacionados que c:-t:in 
n::tlil'~lltdl, en estos motm:nlos los in,·cstigaJorc-. asodaJos ;¡ este pru~ccto. mismus qu~ y~ han ~Ido dprobados por el 
cumitc de ctica en humanos Los padcm~ con diabetes scran reclutados, lunJamcntalmcntc de entre lo=- pacicmcs qu\! 
m:uJcn rcgulanncnlc a los scn·ido!:i utéútco~ de nu~stra in:-tituciúu. 

8. Metodología: Criterios de selección 

C'ril~,¿no de m~lusi(m_pnrn ani_malcs tiL: l al>omtor.i~~: <Htimnlcs mlllltos jóvcnc:> ma<.:ht.)S (L'Oitcio:-; y bnrrcgos). 
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l'nt~.:rio do.::_itH.:lusil\ll.llilrajnu1ltn1o~: Para el grup ~ control todo~ lns individuos adultos (mayores eJe ~5 atios) de ;:¡mbos 
sc:x0-; lJUl: no 'Ltlran Jc diabetes melhtus. n d~: alguna 11tm c:nfennedad ttlctahbltca cromen. lnui\ iduos que 
,,,hmlariamcnle at:q)tcn participar t:ll el estudio: así c1mhJ otro:. panicipanh:~ de ntm:. estudios que actualmcntt: llt.:vun 
a cano In-. im cSII¡,!ador..::-. a~<lciados n este proycc o. 
l-It el grupo ~.:xpcnrncnlal se induir;Ín mdinJuo adultu:. (m.tyurcs de 25 añn~) d~: nmhns s..:~ü•s c,,n uiabetes mdhtu.s: 
con) ~111 cmnpltcac10nc-. crónt~~~~. St: tt:ndrá en ueuta d tiempl• de e\ olttcu'm de la diahctes. cltwtamiento y el npcg1' 

al nusmo. ,tsi Ct\ltlll la [Hcs..:ncta o nl• Je cumplh ac¡onc:. cmnica~. l·sL1lS pndcnll~" "eran reclmadns fundamentnlmcntc 
de l1lS pactcntó prop1us ,le los departamentos de nuestra utstituc11'111 e u~ os n.:~pn11s<1bh.:s son im l!:-.1 iga<hm:s aS('Ci:tdlh a 
l!:-.lc rru> c-:lú. 

1 
.. _e , 0 1 1 ° O ( fllC~C l!Xl! liSIOll 

;lltmentat·i,'ul. 
( ntcno d¡¿_cxclu~iún para humn11_n~: s~ cxcluir:in¡dd gn1p1) ~:111111ol l(•s imli\ iduos qul! sin s.1bcrlo, prcscmen dinbe1cs <11 
mnmc:nl'' dc la toma de la mucstm. 

Cntcrin dt· clunmat·Jón r..1ra an1malc" J.: lahor;Horl[ · nmmnl~:o. \[UC ru~o l.'~tad,, <k -;alud :;l' deh:rion: -:igmlicauvnmentt: o \(HC 

rnuc-.trcn 'intont.ls de un t:slrc:s llltpMiank. o ~.uyo ~ 1s1tmu JllllltiiWII•gko Jll) r.:spt,Jlda dt: t(mlla adt:cuada ala.-. i.Jununi;:u:i11ne'. 

Critenn dl.' ciHnm;tclón: 1 
los indi\'iduo" dd grup,, control que al momc:nlo de l1 tom.t d~· la mut·~tra h.ty.tn ,k,;trrnllado dtabetl'' '"' ~t:r de -.u cono..:nntcllll', 

:-eran dmunad'" dt.•l dnlflll control y pasmlo al grup., t J¡a().:th.:os 

9 . .i\lcLodología: Desenlace~ y Yariablcs 
al Va,, 11lc' lll-~CJ l.1t:.:" pnn~-¡ralcs ,, m~dir 
o) \'.u1.1hlc' "'"""cni,JI..I.'S :;~cundariliS a mcdtr 
h) ['rt.,"CU~Jidu JL·J¡¡.., lllL'tht:llHH ...... 

e) Critcri<" lk \:\Un y rnll.t. ~·n c.ISflllCn',JfÍ~l) 
dl l slratcgi.J d~ .tn;'tllsis L"t.Jdt,lkll 
Cuamlll cOtT~'I'Illtdll 1khcn L''PC<.tlk.tr~c y luudnmcntur<;c la !Ct:nic.t", olp.lr.tli>" y •• itl'lt'llnt~.:nll>' que 'l~ llltlt:r;ldn cn lo.. mcdu .. iün (l-"'1<' incluyL' 
cquiro~ mcc.ÍIIICils dt'UlÓ!ltC<IS·<.Íhl'lllCtJc•h cspccw!cs, hlrfl aro.; lk C\'<tlua~:iún, L'llC<ili••nanos. ,,,hl;:s <le: COIL'Jl1 d1-.), scñulaml!1 lns cmcrio~ do.: 
valide' n.:producihilidad \ cPnlrulcs de c;~lido~d quc 't: leJJ~¡ dl·lo-.mi'm'"· 

P.tra 1;¡ v;tlidaci~ll1.i!Jlalilt~a dd intllJ,tlW~n~nyf•: 
1) \e l'slahll'cl·ra ~·1 ra11g(1 lmcal Jel ens<l)'l1 :-t lrm. ··s Jc transh•t macttllll.:s nmlcmúltcas de n:f!r~:si0n logtsiH.'íl de.: b cun'<l 

1 
dosts-rcptH.:sta. 
21 El r;111gn de los cnnt roh:s dl! calidad iml'mos. se cst:thlcccr;, r('r el valnr de In media miÍ::-. menos dos des\'Í:tcillncs 
c:-;t.mdan:s. 
3) L<t prcdSH\f1 llllr:l e: uner-cnsayo. :>C \'enftcan1 por el ~odi~tcnlt: Jc variaci(,n de los comrnlcs intcmo:, qu~ Jchc -;er 
mcn\.•r de 5'),, y de lO" o n:spccti\'amt:ntc. 
rara la validactbn clinll.':l dd_fl!~ 
1) SI..' l!\':llu:m1n d estado metahúlico dl' los pani tp.mtcs de :unhns grupos t>;>.pciiml·ntnlc-.. Se.: rc<llizar;i la mcJicion Je 
lo!' par.'unctws m~labc'lllcos cnlrc dlus de gluco a, insulina. pcrlil lk lipidos. l.'reaunma. actdo úrico. entre otras. íhl 
c..:nmo lu-.. \:tlnrc-: de hcmngl<)htnn glil:t1stlada y l:t limcu'ln ren;~l (en d c:.so de J,b p.tCll!llles dtahellcns). 
2) El gnl('ll' cnmwl (no Ji:1ht!tkos¡ ,e e~trattlic trá en inJJvtdun:; con o sm rest~tencia a la insulina (rnedidt• por el 
111dicc 1 1~ li--lA).~";{ ClllllO con~ '>111 alteractnnes t: 1 el pcrül de hpidos. 
3) Para el caso dd grupo e:\pcnmental. se esrra ticará en mdi\tduos C\)!1 11 stn C~111lplr~a~u.ll\C:. cróntcn:-.. C\ltl \i.llllrcs 
nonnnks n nnnnnah:s ele hcmoglobima ghcostl.tt 1 (qllc rdkJan el gr;tdo dl! Lnntml dd estado th: la glucemia en fecha-. 
~.:l!n:an.ts a la toma de la mucslra. 
~) Se est:~hlec..:I.ÍI1 las ~.:on¡;c:ntr~~~ones séric<1s de 1\C,rs ~.:11 In:> g111pos de c:-ludw-... así como en lo:, :-.ubgrupos. 
puJtcndo cstnbkccrsc.: su asoct:tl:iún ~:un el gr~Jt de contrnlmt:t:th1i iH.:o) de la:. prop1as comphcHctoncs crnnt~ns de la 
dwhetcs. 



1 
5) s~ utdi.-:ar:Jn pruebas de comparactón tle medias entres grupos pnreados. por edad y sex<'- Se realiZaran e.stud.tth tk 
<l~t,ciaC!(lll ctllrc las varinblcs hil1quimicns, el grado de la~ comphcactones crónicas de la diabetes y las cunccnt.r.tt.:wncs 1 
ctrculanles Je :\GE~. a través de ;uwlisis tic corrclacwn y modelos d(' rcgrcstón l!neal múltiJ>Ie estrauñcados 

lO. Riesgos y beneficios del estudio 
..t) 1\.ll)lc,llu.s gcncr.ul"~ por el estudio (en caso de wmn-. de ~angn:, nnmar el numcr111otal úc puncionc:;, l.t cantidad de 'augrc por puucion yh' 
lot•d ) h1 (t ecucnciu de la' punciones.) 
h) R1csgv!- pntcndat..:~ (prc:;cncia 01.: c11111pl icaduncs o di.:ctos adn .. "''~os, com;idcrar intcracdon~:s mcdkwm:ntus<U-, Cllllsiucrur cícctos psict,lúgicus 
de JC\, 111c1mlns de cvalumaún, \'.!!f · en~: u e<> ras sobre tema.; sensible;;), 
el ~létouos úc úctccciún de los rit:sgo lllltlC\p;tdos. 
d) j'\'ICUIU<I!. tk l-~_g:und<1U pal':l el din~nú~t\CO Op011UOO y rrcvcnción de.: In~ ric~go~. 
c.:) Proccdinucntns :1 seguir pura resuh er lo~ ri<!:;gos en ~.:<~!;<)de que: SI! pn:-;cnh:n. 
t) 13cncfictv~ dírcccos c..~pcr-.¡Jo~. 
~) 13cneliclos inuín::ctns c."pcraJos 
h) Pomlcradón 1!1.'11Crul de rÍ1.'SI!lh L.'Ontm bt:nelil:ios dei1.'Stuúío prnpm:sLn 

<t) 1\'lolcsltas generadas por el estudiq: 
Para el caso de tos animales de C::\lJcrimcntacióu : ~e m<lllCJ~u-an con ~.:uidado y re~peto a lo:; ammales de 
expcrimentaciórt. velando que durante su ttloJnmicnto en el biotcrro de nucstrn institución esten bten ~utdados, 
<Jittn('fllauo:;, lm1pi<JS sus are<ts y clln un adecuado ~.:omrol c.lt.. temperatura. ~o lo se mancjan1n por personal 
capacitado. ~e uUIIzaran ¡mcslésH.:os durante las etapa~ Jc sangratlo. se \ dara 4Ul: lm. afcclacwnes cutúncas 
t¡uc ~e producen duranl...: lo:; procc~o~ de mmun i;:tctón sean miníma~ y que sean aJ...:ndtdas mcdu.:anH.:nlc si 
l'ucrJ necesario. Para csw solo emplea remo::; el adjuvantc eumrlew de Frcund solo una 'e; ¡x1ra roLcn~.:tnr In 
rcspuc~ta illllllllle, esto por :.er ~ilt.Ullt:illC n~.:t.:csarw debido a la baja respuesta qut: se protlut.:~o: contra Lo~ AGE.:; 
en los nnim.alcs Jc cxpcrimcnlaeióu, debido al bajo grado de imnuoogcnicu.lad tic Los mism(.)s. 
Para el caso de los humanos· Los participantes deberán trasladarse a nuestra mslltuc¡ón para la wma de 
muestrn como acostumbra n <1 lu1cer en sus citas de laboratorio. Lo toma de muestra se rea lizará una única vez, 
por pcrsl1nal alt.-uncntc entrenado u lin de mtnirníi'~lr lns mnlcstws y traumas duramc la 1omn de muestra se 
sangre.EI gl1Jpo control se conformara fimclamentalmcmC' tic incli\ 1Jm>s no tlínbéttcos que lahoran en otktnas 
<.lcl gobicrnu Para cl lu personal capnciTndo del Jcparlmm:nlo de diabetes de nue:-.trn u1stttucíñn acudiní a las 
mcnctonadns olkmas para tonwrlcs 1<~ un1ca muestra de suero. 

b) Riesgos poktH.:mles· La loma de la mucl:>lra se liad con cquípanücnlo nuC\O para e\ itar coma~íos. S~.: 1~r1Jrú 
muclm cuidntlo en llll gcncmr dniios cu las venas. 111 hematomas en l~ls pactcnlc:-; } cu los animales de 
lahllntllll'io. 

~.:) J\lérmlo~ lle detección Je los ncsgos .tnLicipados: Se cswrá observando diari,unenlc los animales de 
cxpcnmentnción para uctcctar cualquier cambio en su conducta y estado tic salud. t¡ue putlicra afectar su 
capucitlad de rt:SpondeJ ndecuadmncntc n las mmuntzacJOnes. Para d caso Jetos humanos. d personal pondrá 
toda l:.t atl·n~.:ión tlur:1nte la toma de muestra para evitar las posibles molest ias que SI.! pud1crru1 ocas tonar. 

<.1) Medida$ de seguridad para el diagnóstico oporluno y prevención de los riesgos: Para el caso de los anunn les de 
cxpenmentacion, una vez detectado cambtos cu lu conducta t.lel (111Ltn~ll. que estuvieran muy estrl.!sado .... o 
pcrdtcndl• pcs~1. se suspenderá temporalmcnLI! d esquema de inmunízacton hasta :m rccupcrac¡on generaL pora 
dlo los nmmatcs :;cnm VlSttnJos diariamente por personal im·olucr()Jo Ctl el estudm. Para el L'aso de los 
ht1111<Ulos, ;:;e pondr{¡ uteucióo durante la rom:1 de la muestra ue sangre a lin di.! no inuuctr daik;s al paciente. Si 
se difku llar la Loma tlc muestra (por un estado de estrés íncremctnado del pacrenlc que lhliculte acceder a -.u;; 
venas), se mlcm.unpirá si se rcprt;gram.lní aJ pactente pnrn otra techa. 

e) Procctlu11tcntus a scl!utr para resolver los ncsgos en caso de que se presenten: Parn el caso de los animales. se 
suspendcra lcmpmalnu:nLc d esquema de inmunización. Para el caso de los humanos. se reprogramara otra ctta 
para un nuevo miento Jc toma dL' lilucslra. 

f) Ben~.:licíos __ din:;_ctos esnerudos: ll Se comp\ctar<i el desarrollo de utw mctoJolog.ia propw y confictblc pam la 
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m\!dtción Je los prt)Uudos ll nales de gli ·osilaciúu a' atlzada en los pm.: ien lcs dinbéticos. 2) Se eswbleceró lüs 
va lores Jt: referenc1a pnrn tmll vid u os Cl,lll roks tw diahaicos, y d inbét icos st n y con compltcncioncs. 3) Se 
c-anblcccrn la asociación entre las cotlcentr<~ciones ~..irndnntes de A( 1b; ) los diferentes grados Jc las 
complicnc10nes crónicns de ln Diabetes. 

g) R~.nelictos tmhrecros esper:1dos: Se ptjdrú contar con una metodlllogw propio ctmliahle (no c.xtste una 
cnmerualmente chspmublc) que nos pen 1111ra estar en la \<tnguardi<l de la invc.::stigación de In parucipaciün de 
los ,\lJFs en los pmeesos patofisiológi~..t._ de b D1ahetes ~1t:lli1Lls . 

h) Pondcraciún !.!Cnc.::rnl de nesaos contra tlenclit.:ros del t.:s tudio propue~tQ: Ll}S bcnc: licins de este prnyc.::ttll son 
ror muchos. rnay0res <) los nesgos del mt.snh). Con el tkbido ~uidmlo y rc:-pdo en 1..!1 tratamiento de los 
anímate~ de lah~1rntnno se podran prodUctr cnntttbde~ ad~~.:uadas de ant11.:ucrpos para ~cr cmplcmlos en In 
medre ion de los pr0dt11.:tos r nales de ):!li4o:o;tlacrún <l\ antatla en lo~ padent~s diaha1cos. ConlnbuycntJ~, a una 
mcJcH' evalu.tdón y :;el,.'l.lÍillJenro de las Cilmphc:JCtones cróni~as dt: In DinbcLc-: \lcllitus.Solo Cl111 una muestra 
de sangre y de Nina. se podrn cvalunr el estado metnhóllco tlel pactentc diHhétko y cst<1hkcc::r su relaciún con 
las concemwctones circulant~s de AGL~. Lo lJ LIC anoJ,u·:l infhm1ación muy valiosa accrt.:a <k su esl~hlo de 
salud con un mi ni m o de nesgo. 

1 l . Costos 
a) Esr11;:cilicar co~tos tdm:cto~ 'indirecws lllll ll t.:tarlo~. ~n tic 1pu de partiCipuca'm. vbita-> lrJ-,hHlos) qut la investigación gcrli .. 'I'C pnr.1 1(1, <>UJCW'> 
úel rs1udio, Espccdiear ..,¡ las consultas, L' \árncnc-: de lahnra lriorg.thÍIICIC ~ tmi:HnÍcllW~ mcuil:os/quirurg1.:n~. gl'n<>mtlns con Ol<lllvo úel eswdio 
scr.in u 11<1 cubkrto:- pN e l pm.:icnlt.:;sUJCiu de imt-':>llJ!!ICÚin. D~:durac1on sobre quien \..1 , t eubnr du;ho, costo~. 
h) l::spccilkar tus Ctlmpén>Hclnn.:.s qul! 'iC lliT..:..:cran (rq'lno;¡c }n de gaslol> incurridos p<lr la partiupaciún en d c~tudil'l. v.gr.: pag<1 ~k trJnspone . 

. t!imcntacHin. csl.lllt.:ta. etc). 
el bpedlicar lns incemi'"' que se olrc.:ccrún cu cusu que e rrcspondu (~e emicndc mccllli\Cl como un IIJrcómll'lltcls o inHucnciJ que c<•mpelc a 
n:ahzar una <1edon sin qut: Implique una tl<.'Svwciún importJ te con nuc-stro pl.m gcncrnl de vid11; v. gr: dllr un lihro por hahcr ¡><Jrtic1pado) 
1\otn: Una cnmpcn-.aciónlmccmho i'uer<~ de proporción 'C t' msidera una aclitud coL·rcítiva. 

Ln prcs~:nk investigación solo gem:rará gastos e los sujeLos del cstudi0 en lo refcndo a su tras lado n las instalaciones 
del Lnstituto (en el cast"~ de los pac1cntes dtabt:•lcos'). Pma el t.:asn dd grupo cnmml o;;e 1rn a sus sitios laborulcs a 
conseguir Ja mul'stra de sangre por lo que ni stq~uern tendrán que ml)vil izarse Todos lo:- ~.:o:. tos Je las medtciones de 
l0s pawmctros mct¡thl'llt~tlS scrún cuh1ertos rHl el Jinant;tamt~:ntn dmlo pl)l' el COf\!/\C\"1. Nc' se dará ntn!!Una 
cümpensae!L1n o 1ncenttvo a los parttcipames. 

12. Citas bibliográficas. 
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13. Consentimiento Informado 
S<' entiende cJ Consenrimienlo Tnfonnado como toe ns nquellns acciones qrte promueven un proceso tle comrmicación y 
Jitílogo que le jitcilitan a una perwma lomar tleci,io es respecto de una accián, práctica o prmluero que repercute en su cuerpo, 
en \'11 intimidad o en otros espucio~ vitule~. Se le trar sficre información al ~Hjclo de iuvcsligacióu <'011 el objeto de pennilirle 
wmar una decisión autónoma en cuanto n la partir parión o no cn un proyecto de invel>tigación tlínic~l. Este proceso se 
instrumcnta a travcs del dhilogo con el 'njcto y se e ocumenta llll.'diantc un escrilo instit.ucionali7.ado (en hoja mcmbrct:~da 
dl·l lnslitnlo) y tomando en cuenta los lincamicntos aceptados para cstc: 

lJa. floja de Informe ni Pacicmc pnrn partici aren el estudio (a nexar en hojn aparte). 
Dchcrá clahPrctrlc• por ~.-:;c!'llll t.:1 mvcsugauor onncipal, uuti ¡ar lcnguuj.: cn ;.cgunllil persona o:ntenuibte rara el sujeto en inv<.-sugac1on ( \ gr .. 
( ~t.·d ¡uu/e,·e ... 1' por estt mot.i•'o h. 1/ll'llumo. s a parnc1par.lctc ). Se r<:ec1micnd~ el u"o Jc lcnguujc 1nultin1vd cnh:ndjendo '-"''e como !rase, qw: 
cxrliqm:n h1 mtsmu flll nivd ,1rriba :r un niwl ab:úo del nh J..- cumprcnsi6n ..:~pcradn para el -.uj~to Lltlc ~c \'a ,, incluir. Cntrcg,u·lc una c<lpia 
E.;ta ll<lJa Jc lnlunnc tiene incluir. pero lh1 lllnllol!'"c 1. los w~·m~. 
l '1 tlcscnpcinn ~:l. tm <le.: l ajust~licactón y objetivo.;; de latnv sm::~ciún. prm:cdimh.:ntns que vayan a usarse, a.;;prctn~ dl'l c.;;wúio<..juc sc;¡n 
cxpcrim~.:nt,tlcs. mnk~ll~l ~ o rk1S~<lS ~p~mJn~ v b..:nefícto.; t ~H: puedan llhtc-nct-s.: 



1 
1 '" tral.llllh.:nlu\ o prt•~:cÚÍIIIÍl'!lhh :lhcrnall\11~. 
u 1 Ttl J J 1 · 11 1 1 1 ¡ 1 ti 1 1 '1:. re'!''"''·' \1 1 a t.."'i e r:u::u:ncc ~ , e llll" ccn, me U}CIIl o a gar.mt ,, 'e Jll1li"•rcconar re'pu,:-tu 11 cu.1 'lllll'r pr.::gur11.1 } u ac .um:wn a cerca .: 
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biológicos. poseen poca capac1dad inmunogénica. por lo que se hace dificil la 
producción de anticuerpos específicos 

En los ultimes 8ños. después de haber probado diferentes procedimientos 
quim1cos y ensayado varios esquemas de mmunización. nuestro grupo de trabajo 
ha desarrollado una melodologla aprop1ada pma la síntesis química de AGEs. que 
reproduce a escala de laboratorio, los procesos que normalmente ocurren en la 
sangre de los diabélicos. También hemos logrado desarrollar una metodolog1a 
efectiva para producir anticuerpos específicos contra AGEs con valor diagnóstico 
para el monitoreo del pac1ente d1abét1co. Por ello, iniciamos la validación de un 
R8dloinmunoanálisis especifico pam medir AGEs en suero. Los resultados 
preliminares son muy alentadores, hemos evaluado un grupo micial de 50 
individuos no diabéticos y 50 individuos dlélbéticos con daño renal, y observamos 
que en promedio los Individuos controles t1enen 311 ± 165 ~UAF/ml mtentras que 
los pacientes d1abélicos tienen concentraciones de 5828 ± 3276 1JUAF/mL· (p < 
0.001) Por otro lado. los valores de los individuos controles son muy cercanos 
entre si. mientras que los valores de los pacientes con nefropatia diabética t1enen 
una mayor dispersión, probablemente asociada al nivel de daño y/o al tiempo de 
evolución de la diabetes. 

En el presente trabajo nos proponemos realizar la producción de cantidades 
suficientes ele anticuerpos pollclonales anti-AGE. que nos permita no solo terminar 
la validación de nuestro metodo analítico, smo contar con cantidades sufic1entes 
para llevar a cabo la evaluación de la relación entre las concentraciones 
circulantes de los AGEs y el grado de complicación de los pac1entes d1abet1cos, 
con el fin de establecer valores de corte a los que se asocien las complicaciones 
crómcas de la diabetes lales como la rellnopal1a, la nefropatía, la angiopatia, etc. 

Poder contar con un método como este. nos pondría a la vanguardia del 
diagnostico preventivo de las complicaciones crómcas de la diabetes. 

~Desarrollo y validación de un tnmunoensayo para l<l cuant,r,e<~ción de productos finales 
de ghcostlac1ón avanzada: evaluac&ón de su valor d1agnóst1co para prcdectr las 
complicactones crónicas de la Diabetes MelliltJs", 
Dr. Eulises Díaz D1az. SALUD-2011-1·161976. 
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"Desarrollo y validación de un inmunoensayo para la cuanhricación de productos fmales 
de qlicosJlactón avanzada: evaluación de su valor dtagnósttco para predecir las 
complicaciones cronicas de la Diabet~::s Mulhlus". 
Dr EuliSI3S Diaz Diaz. SJ\LUD-2011 -1-161976 
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Objetivos y Metas: 

Objetivo General. 

Desarrollar y validar un inmunoensayo para la cuantificación de productos finales 
de glicosilac1ón avanzada y evaluar su valor diagnóstico pma predec1r las 
complicaciones crónicas de la Diabetes Mellilus. 

Resultados Esperados. 

1) Completar el desarrollo de una metodología propia y confiable para la med1c1on 
de los productos frnales de glicosrlación avanzada en los pacrenles diabéticos. 

2) Establecer valores de referencia para individuos controles no diabéticos, y 
diabéticos s1n y con complicaciones. 

3) Establecer la asociación entre las concentraciones Circulantes de AGEs y los 
diferentes grados de las complicaciones crónicas de la Diabetes. 

Los resultados esperados corresponden a las metas que se quieren obtener. 
Para esto, el proyecto será dividido en tres etapas con una duración de un 
año por cada etapa, según el siguiente cronograma de actividades. 

Metodología: 

Etapa 1: Desarrollo y validación del método analítico para medir AGEs 
(primer año). 

Actividades específicas. 

1) Producción efe anticuerpos anti-1\GE: Todos los procedimientos de cuidado 
y manipulación de los animAles empleados en el protocolo, se apegaran a 
las recomendaciones em1tidas por la Comtsion de Ética en Investigaciones 
en Animales de nuestra tnstilLJción, en este y otros protocolos en los que 
hemos utilizado estos procedimientos de 1nmun1zación y sangrado de 
ammales de laboratono. 
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a) Para ello se inmunizaran al menos 1 O conejos con una preparación de 
AGE-BSA sintetizada. purif1cnda por cromatografía de afinidad en 
Affigei-Biue y caractenzada por fluorescencia en nuestro laboratono Se 
realizará un esquema de inmunización ya probado (esquema de 
hiperinmunización prolongada) que consiste de una inmunización inicial 
con 800 1-'9 de AGE-BSA disueltos en 1 ml de adyuvante completo de 
Freund y a los 15 días otro estimulo con 800 ¡.Jg/ml en adyuvante 
incompleto de Freund. Posteriormente, los animales se inmunizarán una 
vez al mes con 400 pg/ml de AGE-BSA en adyuvante incompleto de 
F1 eund <.Jurante 6 meses, para lograr los mejores ti tu los posibles de 
anlicuerpos. 

b) Los anticuerpos policlonales serán doblemente punficados por 
cromatoorafia de afin1dad. ( 1 ro Se eliminaran los anticuerpos ant1-BSA 
por crornalografra en Affigei-BSA: 2do. Se recuperaran los anticuerpos 
específ1cos anti-AGE por cromatografia en Affigei-AGE-BSA). 

2) Preparación del reactivo de precipitación: Producción de anticuerpos 
secundarios anti-lgG de conejo en borrego Para ello ya contamos con 
borregos pre-inmunizados, que deben Jos estar re-inmunizando y sangrando 
periódicamente para obtener los anticuerpos necesarios. 

3) Preparación del trazador radioactiva: para ello. se marcará una alícuota de 
20 1-1g de AGE-BSA. con 1 mCi de 1125 por el método de Cloramina T (cada 
mes para tener reactivo fresco). 

4) Titulación de los anticuerpos específicos: Los anllcuerpos específicos anti
AGE serán titu lados para determinar la dlluc1on de trabajo. Para ello se 
escogerú la dilución de los anticuerpos que sea capaz de untr entre el 25-

35% de una cantidad de AGE-BSA-marcada con de 112
G con una actividad 

de 25 000 CPM/1 00 IJL. 

5) Normalización del ensayo analítico: Se normalizará un radioinrnunoensayo 
(RIA) de competición en fase liquido por precipitación por el método de 
segundo anticuerpo. 

6) Evaluación ele interferencias ané:!lílicns: para ello se evaluará la capac1dad 
de afectación del resultado esperado que pudieran ejercer altas 
concentraciones de colesterol. triglicéridos, bilirrubinas, hemoglobina, entre 
otros. 
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7) Evaluación de la espectficidad de los anticuerpos anti-AGEs producidos· Se 
verificará la capacidad de nuestros anticuerpos de reconocer 
específicamente las estructuras de AGEs. independientemente de la 
prmeína sobre la cual se hayan formado. Para esto evaluaremos su 
capactdad de reconocer otros AGEs sintéticos que hemos desarrollado 
tales como: AGE-RNAsa y AGE-HSA 

8) Evaluación de la prectsión del ensayo: Se llevará acabo el análtsts de 
repetibilidad y reproductbilidad entre otros. 

9) Simultáneamente a la validación del método analítico, comenzaremos con 
el reclutamiento de los pacientes controles (mfnimo 2000 individuos). 
dtabéticos sin (mínimo 1000 tndividuos) y con complicaciones crónicas 
(míntmo 1000 indivtduos) y se inictará 18 evaluación bioquimtca de las 
muestras de suero. Para esto se llevara a cabo la medictón de la 
hemoglobtna glucosilada, la glucemia. la insulinemta. el perfil de lipidos. los 
valores de creatintna. el tndtce de filtrado glomerular (por el método de 
depuractón de creattntna) y las concentraciones séricas de áctdo úrico. etc. 
de estos rndividuos. 

Etapa 2: Establecimiento de los valores de referencia para individuos 
controles no diabéticos, y diabéticos sin y con complicaciones (segundo 
año). 

Actividades especificas. 

1) Durante esta etapa se llevará a cabo la mayor aclív1dad de reclutamiento de 
los pacrentes controles y diabéticos srn y con complicaciones crónicas. Para 
esto contamos con la colaboracton actrva de los departamentos de Diabetes 
y de Nefrología de nuestra rnstrtuctón. 

2) Simultflneamente al reclutamtento de los sujetos, se conttnuará la 
evaluación bioquimtca de las muestras biológicas. así como la evaluación 
de los exped1entes cltntcos de estos pacientes a fin de definir el grado de 
sus comphcactones metabohcas y la presencia o no de enfermedades 
acompañantes de la diabetes. tales como la htpertensión artenal y las 
alteraciones del metaboltsmo de los lípidos. 
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3) Se iniciará la medición de las concentraciones circulantes de AGEs en los 
individuos reclutados, organizándolos en tres grupos. Grupo 1· Controles; 
Grupo 2: Pacientes Diabéticos s1n complicaciones; y Grupo 3: Pacientes 
Diabéticos con complicaciones crónicas. 

4) Se podrá establecer valores de referencias para las concentraciones 
circulantes de AGEs para cada uno de los tres grupos estudiados. 

5) Inicialmente el grupo de pac1entes diabéticos con complicaciones crónicas 
estará conformado fundarnentnlmenle por pacientes con nefropatia 
diabética. 

6) Posteriormente podremos extender este grupo con pacientes que sufren 
o tros Upos de complicaciones crónicas, como la angiopatia. la relmopatía y 
la neuropalía diabélica, en función de futuros acuerdos con otros 
departamentos de nuestra instiluclón en el marco de este macro proyecto 
de investigación. 

Etapa 3: Establecimiento de la asociacJOn entre las concentraciones 
círculantes de AGEs y los d iferentes grados de las complicaciones cr ónicas 
de la Diabetes (tercer año). 

Actividades especificas. 

1) Durante esta etapa se concluirá la actividad de reclutamiento de los 
pacientes controles y diabéticos sin y con complicac1ones crónicas. 

2) Simultáneamente al reclutamiento de los sujetos, se continuará y terminará 
la evaluac1ón bioquímica de las muestras biológtcas, así como la evaluación 
de los expedientes clínicos de estos pacientes a fin de definir el grado de 
sus complicaciones metabólicas. 

3) Se continuará y terminará la medición de las concentraciones Circulan tes de 
AGEs en los individuos reclutados para completar la evaluación de los 
valores de referencia para léls concentraciones circulantes de AGEs en 
cada uno de los tres grupos estudiados. 

4) Se realizará un análisis exhaustivo de la asociación entre las 
concentraciones circulantes de AGEs con el tiempo de evolución de la 
diabetes, los tipos de tratamientos que han recibido, el grado de 
complicación crónica. el daño sistémtco, su asoctación con otras patologías 
ca-manifestadas con la diabetes como la hipertensión arterial, etc. 

5) Se verificará la especificidad de la determinación de AGEs para distinguir 
pacientes con nefropatía diabética de otros pacientes con otros tipos de 
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nefropatias no drabéticas, donde se espera que las concentraciones 
circulantes de AGEs sean normales. 

Productos entregables: 

Como resultados de este proyecto de investigación: 

1) Se podra completar la validación de un método propio y confiable para la 
medtctón de productos finales de gltcostlactón avanzada (AGEs) que nos pondrá 
en ventaJa clenlifica, ya que nos permit1ra medir los AGEs a los pacrentes 
diabeticos y verificar el riesgo que tienen en un momento dado de desarrol lar las 
complicaciones propias de la diabetes. 

2) Esto nos permitirá estar en condiciones de realizar otros estudios básicos en 
relación a la participación de los AGEs en otros tipos de patologías como el 
Alzhe1mer, Neuropatía, y Disfuncrones sexuales. lo que permitirá en un futuro 
cercano incrementar la cooperación con otros grupos de trabajo que no cuentan 
con esta importante herramtenta de análisis. 

3) Se podrá llevar a cabo la formación de recursos cicntificos jóvenes, a través de 
tutoría de tesis de Licenciatura. Maestna en C1encias. Especialidad y/o Doctorado. 

4) Se podrán compartir los resultados obtenidos con la comunidad científica en 
congresos nacionales e tnternacronales. 

5) Se podrá realizar la publicación de arttculos clenlíficos en rev1stas de alto 
impacto crentlftco. 

6) Con un mínimo de presupuesto, una vez complet<.=~da la validac1ón de todos los 
proced1m1entos, estanamos en pos1c1ón de mantener la producción de los 
reacttvos biOlógicos y por tanto la capac1dad de análists que pud1era y debiera ser 
incorporada a la rutma dtana de nuestra institución, contrrbuyendo a que siga 
siendo una referencia en el d1agnóstJco y maneJO del pacrente diabético. 

7) Así mismo estaríamos en posición de maquilar a otras instituciones del sector 
salud o en su defecto de transferir la tecnotog1a actualmente en desarrollo por 
nuestro laboratorio. 

8) Este método <.=~nalítrco ayudará a predecrr las compllcactones crónicas propias 
de la diabetes. lo que permttirá una mejor toma de decrs1ones de los medtcos para 
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evitar tratélmienlos costosos para tratar las complicaciones, tales como los 
procedimientos de hemodiálisis una vez dañado el riñón 

Grupo de trabajo e infraestructura disponible: 

El grupo de trabaJO está Integrado por: 

1) El Doctor en Ciencias: Eulises Diaz D1az (Responsable técnico del 
proyecto): 

a) Es graduado de la Licenciatura en Bioquímica de la Umversidad de la 
Habana, Cuba. 

b) Como recién graduado, trabajó como Especial ista en Aseguramiento y 
Control de la Calidad de la lnclustria Bio-farmacéutica. Donde se 
especializó en el área de purificación y cmacterización de anticuerpos 
monoclonales y policlonales 

e) Postenormente se graduó de la Maestria en lnmunologia Molecular en 
el Centro ele Inmunología Molecular de la Habana. Cuba. 

d) Fue profesor del curso práct1co de Inmunología de la Facultad de 
Biologfa de la Universidad de la Habana, Cuba por tres años 

e) Trabajó en el Departamento de Diabetes del Instituto Nac1onal de 
Endocrinología y En fermedades Metabólicas de la Habana, Cuba por 6 
años, donde era parle del Grupo de Desarrol lo de Metodologías 
Analíticas, por lo que ha ncumulado gran cxperiencin en las áreas de 
producc1ón de anticuerpos, de inmunoquímica y en la val1dación de 
métodos inmuno-analiticos inclUidos: RIA, lRMA, DELFIA, ELISA en 
placas. ELISA en tubos con separación magnética. etc. 

f) Es graduado del Doctorado en Ciencias de la Facultad de Ciencias de la 
UNAM. 

g) Es Profesor Acreditado de Ciencias Básicas de la Escuela ele Medicina 
del TEC de Monterrey. 

h) Es Investigador en Ciencias Médicos "C" del Departamento de Biología 
de la Reproducción, del INCMNSZ. 

i) Es miembro del Sistema Nacional de Investigadores, Nivel l. 
j) Cuenta con lodo el apoyo logístico y el entrenamiento en lo referido al 

uso del Bioterio para la producción de anticuerpos, así como los equipos 
para purificar los anticuerpos. y demás tecnologías necesanas para 

--------------- -----------------------------------------~~~-
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validar el radioinmunoanálisis, tales como centrífugas y contadores de 
radiaciones 

k) Está acreditado ante la Comis1ón Nacional de Energía Nuclear y 
Salvaguardias de México, como Personal Ocupacionalmente Expuesto 
(POE) a la Radrac1ón. por lo que cuenta con la l1cenc1a vigente, al Igual 
que nuestra Institución para el manejo del material radioactiva necesario 
para la realización de la técnica de RIA. 

1) Anteriormente, ha participado en el desarrollo y validación de varios 
métodos inmuno-analítícos para la cuantificación de hormonas y de 
otras protelnas de interés diagnóstico tales como: FSH, LH, Prolactina, 
HCG, GH, insultna, HSA y beta-2-microalbumínuría, entre otras. 
Sistemas analíticos que fueron utilizados en el diagnóstico de rutina en 
instituciones de sa lud pública de Cuba durante varios años. 

2) El Maestro en Ciencias: Mario Cárdenas León . 
a) Es graduado de la Licenciatura en Biología y de Maestría en Ciencias 

por la UNAM. 
b) Es profesor ele Fisiología Comparada de la FES lztacala. 
e) Es investigador en Ciencias Médicas "C" del Departamento de Biolog1a 

de la Reproducción deiiNCMNSZ. 
d) Conjuntamente con el Dr. Eulises Díaz Díaz (el Responsable Técnico 

del Proyecto), participó durante la década de los 90 en el Programa 
Reg1onal de la OMS: Cuba-México, que era una parle mlegral de un 
programa internacional conocido como 1-luman Reproduction Program. 
que tuvo la mtención de favorecer el desarrollo científico en áreas 
relacionadas con la producc1ón de reactivos inmunológicos y el 
desarrollo y validnción de métodos analíticos para ser empleados en la 
cuantificación de hormonas del sistemé'l reproductivo. Por tal razón, el 
Maestro Mario Cárdenas cuenta con una gran expenenc1a en esta área 
de la 1nvestlgactón b1omédica. 

e) Participará de forma activa en la validación del método analftico. para la 
cuanti ficación de AGEs. así como en la medición de las concentraciones 
circulantes de insulina. 

f) Participará activamente en el reclutamiento del grupo control de 
individuos supuestamente sanos entre los trabajadores del INCMNSZ y 
sus familiares. Para ello, recolectaremos las firmas de las 
correspondientes cartas de consentimtento informado, según lo 
reglamenta la Com1sión de Ética para la Investigación Biomédica en 
Humanos de nuestra institución. La toma de muestra consist1ra en un 
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solo tubo rojo para separar suero y medir los parámetros mGtabólicos 
antes mencionados y se realizará según todas las recomendaciones de 
esta comisión y las buenas practtcas de operaciones. 

3) El Dr. Carlos Alberto AguiJar. 

a) Médico Especialista en Endocrinología. 
b) Subjefe del Departamento de Diabetes del INCMNSZ. 
e) Miembro del Sistema Nacional de Investigadores. Nivellll. 
d) Proporcionará las muestras de suero de los pacientes diabéticos que 

acuden al servicio de Diabetes bajo su mando y estén de acuerdo en 
participar en el protocolo de investigación. Para ello, recolectaremos las 
f1rmas de las correspondientes cartas ele consentimiento informado. 
según lo reglamenta la Corn1sión de Ética para la Investigación 
Biomédica en Humanos de nuestra institución La toma de muestra 
consistirá en un solo tubo rojo para separar suero y medir los 
parámetros metabollcos antes mencionados y se realizará según todas 
las recomendaciones de esta com1sión y las buenas prácl1cas de 
operaciones. 

e) El Dr Aguilar también contribuirá a la recolección de las muestras del 
grupo control de individuos supuestamente sanos, a partir de un 
muestreo que está por iniciar en el valle de México. como parle de un 
protocolo epidemiológico de monitoreo del estado metabólico de la 
población mexiquense. 

f) Su laboratorio realizará la evaluación de algunos parámetros 
bioquímicos tales como la glicem1a, perfil de lípidos, hemoglobina 
glucosilada, ácido úrico, etc, para caracterizar el estado metabólico de 
los pac1entes. Para ello cuenta con equipos automatizados y personal 
altamente entrenado en esta área. 

g) Parlictpará en el análisis estadfsllco para establecer valores de corte de 
las concentraciones AGEs entre los individuos controles y los pacientes 
diabéticos sin y con complicactones. 

h) Partic1pnra en el análisis de los expedientes clínicos para evaluar el 
grado de las complicaciones crónicas de la diabetes y su asociación con 
las concentraciones séricas de AGEs. 

4) El Dr. José Ricardo Correa Rotter 

a) Médico Especial1sla en Nefrologia. 
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b) Jefe del Departamento de Nefrologia deiiNCMNSZ 
e) Miembro del Sistema Nacional de Investigadores, Ntvel 111. 
d) Aportará las muestras de los pacientes con nefropatía diabética y de 

otro origen (para comprobar la cspectfic1dad del diagnostiCO de la 
medtclón de AGEs). a parttr de los pacientes que acudan al servicio de 
nefrologia baJO de mando y estén de acuerdo en participar en el 
protocolo de 1nvesttgacrón. Para ello. recolectaremos las firmas de las 
correspondientes cartas de consentimiento informado, según lo 
reglamenta la Com1s1ón de Ét1ca para la Investigación Biomédica en 
Humanos de nuestra institucion. La toma de muestra consistirá en un 
solo tubo rojo para separar suero y medir los parámetros metabóltcos 
antes menctonados y una orina de 24 horas para evaluar el índice de 
filtrado glomerular de estos pac1entes. 

e} Su laboratono realizará la evé1luacrón de algunos parámetros 
btoquimicos tales como la medición de PTH, de creattntna en suero y 
ortna, del índtce de filtrado glomerular, etc. para caractenzar el estado 
metabólico de los pacientes. Para ello cuenta con equipos 
automatizados y personal altamente entrenado en esta área. 

f) Participará en el analisis de los expedientes clínicos para evaluar la 
asociación entre las concentractones circulantes de AGEs con el nivel 
del daño renal del pactente dtabélico. 

g} Particrpará en el análisis estadístico y en la discusión de los resultados 
obtenidos. 

5) El Dr Fernando Larrea Gallo 

a) Médrco Especialista en Biologfa de la Reproduccrón. 
b) Jefe del Departamento de Biología de la Reproducción deiiNCMNSZ. 
e) M1embro del S1stema Nacronal de Investigadores, Nivellll 
d) Bnndará la logística y el eqUipamiento necesano en el departamento 

baJo su mando para llevar a cabo el desarrollo y valtdac1ón del método 
analítico para medir AGEs. 

e) Participará en el anáhs1s rntegral de los resultados. 
f) Participará activamente en la preparación de artículos científicos. 

6) Se contempla la incorporac1on de investigadores jóvenes para que realicen 
estudios de Llcenctatura, Maestría, Espectalidad y/o Doctorado. que seran 
escogidos en el momento en que se materialice la posible entrega de 
recursos y sean los tiempos administrativos adecuados en las 
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universidades, para llevar a cabo sus correspondientes procedimientos de 
inscnpción. 

Mecanismos de Transferencia de los resultados: 

La transferencia de los resultados que se obtendran de este proyecto puede ser 
abordada de varias formas: 

1) La Transferencia Tecnológica Total (TTT): Podría llevarse a cabo siempre y 

cuando exista una enlidad gubernamental con la función bien definida de 
producción y distribución de reactivos biológicos y que cuente con la 
infraestructura adecuada y personal altamente entrenado. En este caso 
luego de una asesorfa científica, esta empresa podría estar en condición de 
ser la encargnda de la producción y distribución comercial de los estuches 
de RIA. 
Desafortunadamente, en México no existe unn empresa del gobierno con la 
capacidad de producir y comercializar med1os de diagnósticos para la 
cuantificación de hormonas y proteínas específicas con valor diagnóstico. 
Por tal motivo todos estos tipos de react1vos son Importados a costos 
excesivos. 

2) La transferencia Tecnológica Parcial (TIP): Podría ser el caso de que se 
pudiera crear un área administrativa encargada de distribuir los estuches de 
RIA, que nosotros podríamos seguir produciendo a muy bajos costos. Esto 
requeriría lu creación de un área nueva en nuestra institución y un apoyo 
logístico en lo relacionado a un almacén refrigerado y medios de 
transportación y personal de contabilidad, planeación , gesttón de ventas 
etc. 
Esto pudiera ser una realidad alcanzable, si se tiene en cuenta que nuestro 
grupo de trabajo, ha desarrollado otros medios de diagnósticos que están 
siendo sometidos a evaluación de campo, tales como un RIA para medir 
insulina, que ha mostrado las mejores cualidades analíticas. Con estos dos 
métodos y otros que pudiéramos desarrollar t:1 corto plazo para evaluar 
micro-albuminuria (ind1cador precoz de afectación en el fi ltrado glomerular) 
y beta-2-microglobulina en orina (indicador de daño en la reabsorción 
tubular), pudiéramos ofrecer al sector salud un conjunto de reactivos que 
permitan el momtoreo eslriclo del paciente diabético a muy bajo costo. 

"Desarrollo y validación de un ínmunoensayo pma la cuan!iricacJon de productos finales 
de glicosilación avanzada: ovnluac1ón de su valor diagnóstico para predec1r las 
complicaciones crónicas de la Diabetes Mellilus" 
Dr. Eulises Díaz Ofaz SALUD-2011-1-161976. 
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3) Asimilación de la Tecnología Desarrollada (ATO): Siendo objetivo. lo más 
práctico parece ser la ATO, que sería la implementación de la medición de 
AGEs en nuestra institución como parte de la ev81uación y seguimiento 
rutinmio del paciente diabético. En este referente hemos recib1do las 
mejores muestras de aceptación e interés inequívoco del personal direct1vo 
de los departamentos de Diabetes y Nefrología de nuestra mstitución. Por lo 
que sin duda alguna al menos esta forma de transferencia tecnológica. será 
un hecho. 
Algo que soporta aún más este hecho, es que en la actualidad el método de 
insulina que hemos desarrollado está siendo estnct8mente evaluado en 
conjunto con el departamento de Diabetes a fm de verincar la eficac1a tola! 
para el diagnóstico del paciente diabético y de los pacientes en estado 
metabólico pre-diabético, el cual es caracterizado por una hiperinsulinemia 
y una resistencia a la insulina. Existe un gran interés en nuestra institución 
en utilizar este método que además de todo es muchis1mo más barato que 
los que se emplean en la actualidad y que son importados. 

4) Empleo de la Tecnología Desarrollada (ETD) Esta forma de transferencia 
se refiere al empleo del desarrollo tecnológico en proyectos de 
investigación basicos y clínicos no solo por grupos de investigación de 
nuestra institución, smo por otros grupos de trabajo de otras instituciones. 
Si bien sería de mucha utilidad, pues favorecería el conocimiento científico 
y el forlalec1m1ento de grupos de investigación, sería sin lugar a dudas la de 
menor impacto socral y economico. 
A pesar de su limitado impacto soc1al, esta forma de transferencia de 
tecnología pud1era abrir otras puertas en el futuro cercano para otros tipos 
de transferencias. Un eJemplo de ello, es que nuestro RIA de insulina ya ha 
estado s1endo empleado en la evaluac1on de muestras de la Encuesta 
Nac1onal de Salud Pública del año 2006, donde por falta de recursos 
suficientes no se había podido completar la medición de las 
concentraciones circulantes de insulina. Gracias a los resultados obtenidos. 
nuestro método, está siendo firmemente considerado por el personal 
científico del Centro de Investigación en Salud y Nutrición del INSP, para 
ser utilizado en la evaluación de la med1cion de msulina en la Encuesta 
Nacional de Salud Pública que se realizará el próximo año. 

"Desarrollo y validación de un inmunoensayo para la Clltlnllf!cactón de productos finales 
de glicostletctón avc:~nzada· evaluación de su valor diagnóstico para predectr las ~~1811 
complicDctones cróntcas de la Diabetes Mellttus·· 
Dr. Eullses Diaz Dtaz. SALUD-2011-1-161976. 
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