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Comuriico a usted aque el alumno ALVARADO RIOS JOSE ANTONIC
con numero de cuenta 304077991 de lz carrera de Q. F. B.

se le ha fijlado el dia 07 delmesde Marzo de 2016 zias_09:00 hrs.,
para presentar examen profesional, que tendra lugar en la sala de examenes
profesionales Campus |l de esta Facgultad, con el siguiente jurado;

PRESIDENTE DR JOSE LUIS A MORA GUEVARA
VOCAL® DR EULISES DIAZ DIAZ

SECRETARIO Q,F.B. TERESA BENITEZ ESCAMILLA
SUPLENTE Q.F.B. JOSE D3CAR GONZALEZ MORENO
SUPLENTE MTRA. YOLANDA FLORES CABRERA

El titulo de Ia tesis que se presenta es: Desarrollo y validacion de un
inmunoensayo enzimatico para la cuantificacion de insulina humana

Opeion de mulacion Tesis Experimental
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El presente trabajo fue realizado en el Laboratorio de Hormonas
Proteicas del Departamento de Biologia de la Reproducciéon del
Instituto Naclonal de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran”
(INCMNSZ), bajo la direccion del Dr. Eulises Diaz Diaz y la asesoria de
la Q.F.B. Teresa Benitez Escamilla.
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Comunico a usted que el alumno AURIOSTIGUE BAUTISTA JUAN CARLOS
con numero de cuenta 407009817 de la carrera de Q. F. B.

se le ha fijado el dia 02 delmesde Junio de 2014 alas _13:00 hrs,
para presentar examen profesional, que tendra lugar en la sala de examenes

profesionales Campus |l de esta Facultad, con el skuiente jurado: ,
y/ 7

PRESIDENTE DR. RUBEN MARROQUIN SEGURA

7
VOCAL® DR EULISES DiAZ DIAZ QA]
SECRETARIO QF B GEORGINA ERNESTINA RIOS OLIVERA
SUPLENTE DRA RAQUEL RETANA UGALDE
SUPLENTE MTRA. YOLANDA FLORES CABRERA

El titulo de la tesls que se presenta es: Desarrollo y validacion
de un inmunocensayo enzimético para la cuantificacion de productos finales
de glicacién avanzada.

Opeian de titulacidn:  Tesis Experimental,
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DESARROLLO Y VALIDACION DE UN INMUNOENSAYO ENZIMATICO PARA LA
CUANTIFICACION DE PRODUCTOS FINALES DE GLICACION AVANZADA

El presente trabajo fue realizado en el Laboratorio de Hormonas
Proteicas del Departamento de Bioclogia de la Reproduccion del
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran®,
bajo la direccion del Dr. Eulises Diaz Diaz y la asesoria de la Q.F.B.
Georgina Ernestina Rios Olivera. El trabajo fue financiado a traves del
Fondo Sectorial de Investigacion en Salud y Seguridad Social
SSA/IMSS/ISSSTE-CONACYT mediante el proyecto SALUD-2011-01-
161976 que lleva por titulo “Desarrollo y validacion de wun
inmunoensayo para la cuantificacion de productos finales de
glicosilacion avanzada: evaluacion de su valor diagnostico para
predecir las complicaciones crénicas de la Diabetes Mellitus”.




Casa abierta al tiempo
UNIVERSIDAD AUTONOMA
METROPOLITANA

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

Evaluacion de la capacidad de la medicion de los productos finales de glicacion
avanzada como marcador del deterioro del control glucémico a largo plazo y de

la presencia de enfermedad renal cronica en el paciente diabético.

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE
DOCTORA EN CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD

PRESENTA
M. en C. ITZEL URIBE JIMENEZ

DIRECTORES DE TESIS
Dra. Julia Pérez Ramos.

Dr. Eulises Diaz Diaz.

ASESOR

Dr. Jorge Salmeron Castro.

México D.F, 6 Julio, 2016
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Casa abieria al tempo

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA -
DCB.084.12

Mexico, D. F. a 14 de junio de 2012,

Uribe Jiménez lizel
Presente

La Comision del Doctorado en Ciencias Biologicas le informa que HA SIDO ACEPTADA
SU SOLICITUD de ingreso a este posgrado,
Se solicita que amplie sus conocimientos en estadistica y enfocarse en los objetivos de su

proyecto.

Se le recuerda que es indispensable que obtenga usted el grado en un maximo de
tres anos que es el tiempo normal que marca el plan de estudios.
Es importante que a la brevedad se ponga en contacto con esta coordinacion para

continuar con los tramites de su ingreso. Le damos la mas cordial bienvenida.

Atentamente
“Casa Abierta al Tiempo" 7\, f
Comision Académica [ |/ \

' { / 2 ¥ \ - -'_I*V
e . LA
/7% : ’,&‘_1
Dra. Reyna Fierro Pastrana Dra. Elizabeth Hernandez Pérez
: Y
Dr. Manuel Arnoldo Castillo Rivera Dr. Daniel Mota Rojas
DOCTORADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD
UNIDAD CUAJIMALPA UNIDAD IZTAPALAPA UNIDAD XOCHIMILCO
Calle Artificios #40, Col Hidalgo Av. San Rafael Atlixco NO 188, Col Vicenina, Calz del Hugso 1000, Col Villa Quistud
Delg Alvarc Obregon, CP. 01120 lztapalapa. C.P. 09340, Mexico, DF AP.23-181, Coyoacan, 04560, Méuxico
Tel. 5804-3911 Tel 5483-75-04

Correo: docochicones xoc.uam my
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UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

Maestria y Doctorado en Ciencias Bioquimicas

“Evaluacion del valor diagnostico de la medicion de los productos finales
de glucosilacion avanzada (AGEs) y sus productos de degradacién, para
predecir tempranamente el dano de la funcién renal en el paciente
diabético.”

TESIS

QUE PARA CPTAR POR EL GRADO DE:
Maestro en Ciencias

PRESENTA:
José Antonio Alvarado Rios

TUTOR PRINCIPAL

Dr. Armando Roberto Tovar Palacio.
Instituto Nacional de Ciencias Meédicas y Nutricion Salvador Zubiran.

MIEMBROS DEL COMITE TUTOR

Dr. Eulises Diaz Diaz.
Instituto Nacional de Ciencias Médicas v Nutricion Salvador Zubiran.
Dr. Marco Antonio Cerbon Cervantes.
Facultad de Quimica.

Ciudad de México. 8 de Junio, 2016
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ALVARADO RIOS JOSE ANTONIO

Presente

Por medio de la presente me es grato informarle que ha sido ACEPTADO a la Maestria
del Pesgrado en Ciencias Bloguimicas de la Universidad Nacional Autanoma de México.

Pe acuerdo al plan de estudios, la Maestria en Ciencias Biogquimicas tiene una duracien
de cuatro semestres y se cursa en tiempo completo. El Comité Académico resolvio que
usted pueda ingresar en el semestre 2015/1 (agosto de 2014), o sl asi conviene a sus
interases diferir su ingreso al'semestre 2015/2 (enero de 2015).

El Programa de Maestria y Doctorado en Ciencias Bioquimicas (PMDCBq) estd inscrito
en el Padron Nacional de Posgrades de Calidad del CONACYT y cuenta actualmente con
&l nivel Internacional, por 0 que todos sus estudiantes tienen derecho a beca en caso
de cumplir con los requisitos establecidos en el reglamento de becas de CONACYT. Por
lo misme es importante que en caso de que Ud. reciba una remuneracion diferente a la
beca lo informe a la Coordinacién del Programa para determinar si no se infringe la
normatividad vigente.,

A nombre del Comité Académico del PMDCBq quiero hacerle llegar una felicitacion por
su ingreso al Posgrado que sirva al mismo tiempo de estimulo para que lo concluya
exitosamente y en los tiempaos que marca el plan de estudios.

Sin otro particular, aprovecho |a ocasion para enviarle un cordial saludo.

Atentamente
"POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Ciudad Universitaria, DF, a 16 de junio de 2014

COORDINADOR DEL PROGRAMA

—
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[

DR. RO[&ERTO CORIA ORTEGA

contacto:mdcbg@posgrado.unam.mx tel. 56237006



PARTICIPACION EN CONGRESOS CIENTIFICOS
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Mesa Directiva
20012 —2013

Dir Salvador Zubivin Andhonde 1

Fundader
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Presidente

Dr, Francisco Jayvier
Secretario

. Juse Armuro Bermider
Gamez Llanos

Fesarera

Dr. Alfredo Ulloa Aguirre
Vicepresidente

Dr. Rafael Campuzano Rodriguez
Subsecrerario

Dr José Roberto Gémez Cruz
Subtesorero

Ohio No, 27 Col. El Rosedal » [1L'I|_‘|::L!L.'1-."jl { ‘n}‘_\‘:cun C P O4330 Meéxieco, DF

el 5336-2216 » 5336-9072 = 3336-9182 « www.endocrinologia.orw, mx

SOCIEDAD MEXICANA DE
NUTRICION Y ENDOCRINOLOGIA, A.C. I

Durante la celebracion del LIII Congreso Internacional de la Sociedad
Mexicana de Nutricion y Endocrinologia, que se llevo a cabo enI
Cancun, Quintana Roo del 12 al 15 de noviembre del afio en curso,
tuvimos 146 ftrabajos libres de las diferentes areas de la l
Endocrinologia, que se presentaron en la modalidad de CARTELES.

Como se menciono en la convocatoria enviada previamente se I
elegirian los mejores Carleles por area, a los cuales se les otorgaria
como PREMIO lo siguiente:

1er. Lugar BECA al Congreso 96" Endocrine Society que se llevara a I
cabo en la Ciudad de Chicago del 21 al 24 de junio de 2014. Los
trabajos premiados en primer lugar tendran que presentarlo en extenso
ante la Comision de Divulgacién Cientifica de la SMNE para su
publicacién en la Revista de Nutricion y Endocrinologia. Este ultimo
requisito es obligatorio para poder ser merecedor a esta beca. I

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

En ambos casos la beca incluye cuota de inscripcién, transportacion y I
hospedaje al Congreso a celebrarse en 2014.

Los ganadores por area son:

DIABETES MELLITUS

1° METODOLOGIA PREPARATIVA Y ANALITICA PARA LA CUANTIFICACION DE PRODUCTOS FINALES
DE GLICOSILACION AVANZADAS Y SUS SUBPRODUCTOS DE DEGRADACION.

Eulises Diaz Diaz

2° o001 DIABETES, OBESIDAD, HIPERTENSION Y ENFERMEDAD CAROTIDEA ATEROSCLEROSA EN
SUJETOS SIN HISTORIA DE INFARTO CEREBRAL O ISQUEMIA CEREBRAL TRANSITORIA.

Erwin Chiquete

2° 021.- ANALISIS DE LOS FACTORES DE RIESGO PREDICTORES DE LA PROGRESION A DIABETES
MELLITUS TIPO 2 EN POBLACION CON PREDIABETES DEL OCCIDENTE DE MEXICO, COHORTE
PROSPECTIVA.

Miguel Angel Polanco Preza

2° 026.- CONTRIBUCION DE LA VARIANTE rs9282541 DE ABCA1 AL RIESGO DE DIABETES TIPO 2 EN
POBLACION INDIGENA MAYA DE LA PENINSULA DE YUCATAN.



1 al 3.Octubre 2014
Sede:
UNIVERSIDAD Espacios Magnoes de Rectoria

DE GUANAJUATO de Campus Guanajuato.

Otorga la Presente

CONSTANCIA

Eulises Diaz Diaz

a. Mario Cérdenas Ledn, [tzel Uribe Jiménez, José Antonio Alvarado Rics,
Juan Carlos Auriostigue Bautista, José Ricardo Correa-Rotter, Carlos Alberto Aguilar Salinas, Fernando Larrea

Por la presentacion del TRABAJO LIBRE titulado:

“Desarrollo y Validacion de Inmunoensayos Empleados para la Cuantificacién de Productos Finales de Glicacion Avanzada.”
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CONGRESO NACIONAL DE ENDOCRINOLOGIA PEDIATRICA
ENDOPED 2014

[.a Habana, Cuba 19-21 de noviembre del 2014
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See discussions, stats, and author profiles for this publication at: I\

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

Article - Immunology Endocrine & Metabolic Agents - Medicinal Chemistry (Formerly Current Medicinal Chemistry
Immunology Endocrine & Metabolic Agents) - December 2013

DO 10 21T4ART 15222 L1310 3490900R(0)
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Agenesin Med, Chem,, 2013, 13, 00-00 1

Modulation of Oxidative Stress in Fatty Liver of Rat with Metabolic

Syndrome by Hibiscus Sabdariffa

éum;._,a Mufioz AM', Guarner V', Diaz-Cruz A°, Diaz-Diaz E*, Nava-Cuellar C°. Beltran-Rodriguez

U' and Pérez-Torres 1'*

"Department of Cardiovascular Biomedicine, Department of Pathology and Department of Physiology,
" Juan Badiano No. 1, Seceicn XVI Tlalpan, Méxiea DI C.P 140180

Nacional de Curdiologia lgnacio Chavez

Instituto

“Department of Animal Nuwirition and Biochemistry, Facnltod de Medicina Veterinarviq v Zootecria. UNAM. Ciuded

Universitari, Meéxieo DIFC.P. (04510

‘Department of Reproduction Biology, instituio Nucional de Ciencias Meédicasy Nuiricion

de Quiraga 13, Seccion XVI, Tlalpan, Méxtco DF. CP. 14000)

“Salvador Zubiran”. Vasvo

Abstract: Metabolic syndrome (MS) 15 assoctated with pxidative stress; both ot carly and advanced stages of the discase
Stuhies have confirmed the important role of medicinal plants or their active components i the prevention, treatment and
lowering of risk factors in MS. Others authors have observed that polvphenols from Hibisons sabdarifia L. (HSL) calyces
merease cellular antioxidant capucity. We studied rat gronps: Contrel (). Control plus 30 g per fiter of TISL calyces infu-
sion (C—TISL 3), 30 % Sucrose-fed (MS) in their dinkmg water and 30 % Sucrose fed plus HSL calvees infision
(MS-+HSL) a1 the concentration of 7.5, 15 and 30 g per liter. The admmisration of HSL infusion 1o the MS rats increased
the eoncentration of antwxidant capucity, catalase, superoxide dismutase and peroxtdises activity enzymes m a dependent
way, while the activity of glutathione peroxidase decreased in the hiver. Indices of hipid peroxidation and protem carbony-
fation decreased in the liver. and systalic blood pressure, body weight, intra-abdominal fat and serwm levels of glveation,

triglyeerides. insulin and HOMA ndex also decreased.

These resulls suggest that the treatment with HSL infusion may

decrease vxidative stress in MS liver and that it could be regarded as an-altemative treatment for MS.

Keywords: Antioxidant capacity, antioxidants enzymes. carbonylation ol the proteins, FRAP, Hibiscus sabdariffa |, HOMA
index. insulin resistance, lipid peroxidation, metabolic syndrome, non alcoholic fatty liver, non-estenfied farty acids, oxidative

stress, polyphenols, reactive oxygen speeies, superoxide anion,

INTRODUCTION

MS may be defined by the association of at least three of
the following pathologies: arterial hypertension, dyslipide-
mia, insulin resistance and obesity [1]. It has been observed
that 70% of the adult patients and 25.5% of the pediatric
patients with this syndrome have non-alcoholic fatty liver
(NAFL) |2, 3]. NAFL results from the increase in the con-
centration of serum free fatty acids and their accumulation as
iriglycerides in the liver tissue due to insulin resistance [4].
In our laboratory we have developed a rat model of MS by
admmistration of 30% suerose n the drinking water during
24 weeks. The animals have several metabolic and functional
abnormalities usually observed in the clinic such as: hyper-
tension, hypertriglveeridemia, obesity and insulin resistance
[51, which allow the increase in the serum concentration of
non-esterified fatty acids and their accumulation as triglye-
erides in liver tissue. This accumulation produces an excess
of reactive oxygen speeies (ROS) [4], as well as the loss of
the antioxidant reserves amd the inactivation of the antioxi-

*Address correspendence to this author at the Deparfiment of Pathulogy
Instituto. Naciontl de Cardiologia funacin Chiver™, Juan Badigno Nuo. |
Seccion XVI, Tlalpan, México DF C.P 14080, Tel: 825 573 29 11 ke
1362 Fax: 525 37309 26; E-mail: perorisriaty shoo.con ma

IBT1-5222/13 SS8.00+.00

danl enzymatic system, resulting m NAFL [2]. [t has been
reported that this type of hepatic oxidative stress 1s character-
1zed by both the dimmution of the concentration of reduced
glutathione (GHS) and by the low activity ol the enzymes
SOD and CAT. with an increase m the lipid peroxidation and
protein carbonylation |4].

The association of NAFL and oxidative stress defines
both the early stages of MS and its transition 10 more ad-
vanved stages such as non alcoholic liver steatosis, ¢urrhosis
and, 0 ¢ reduced number of cases, predisposition to hepato-
cellular carcmoma [2]. Hence the importance of seeking
strategies 10 iumprove the antioxidant capacity in subjects
who suffer from NAFL a5 a consequence of MS, since it has
heen reported that in these patients the activities of the en-
zymes catalase (CAT), and Cu-Zn superoxide dismutase
(Cu-Zn SOD) are devreased |51, while concentration of caro-
tenoids, ascorbic acid, vitamin E, vitamin A and selenium 1s
low [6].

The calyces of Hibiscus sabdariffa L. (1ISL) have been
used to treat gastrointestinal disorders, liver discases, hyper-
cholesterolemias and hypertension for many decades, n tra-
digonal medicine throughout the world [7]. At present. it is
known that both the calyees and the mlusion of HSL contain
phenohe compounds such as protocateehuie acid, Navonoids

W3 2003 Bentham Seience Publishers
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such as anthoeyanins, quercetin, eaffeic acid and epigallo-
catechin-3-0-gallate [8]. In general, these polyphenolic com-
pounds have been found to be protective for the cellular
components from damage by oxidation, thus avouding cellu-
lar death [9].

Taking 1o account the previous observations, which
supeest the participation of the antioxidant system i the
metabolic and functional processes ol the NAFL in the rat
model of MS, and the above considerations of the antioxi-
dant properties of” HSL infusion, the antioxidant effects of
four different concentrations of the infusion of HSL (0.75%.
1.5% and 3%) were determined in the liver of MS rats using
some markers of oxidative stress (lipid peroxidation, carbon-
ylation, as well as glycation in serum). The activities of some
antioxidant enzymes such as catalase (CAT), superoxide
dismutase (SOD) manganese (Mn), copper-zinc (Cu-Zn),
peroxidases, glutathione peroxidase (GPX) and the non-
enzymatic defenses, were estimated by the ferric reducing
antioxidant power (FRAP) in liver.

MATERIAL AND METHODS
Preparation of the 1ISL Calyces Infusion

The infusion was prepared as follows: 7.5, 15 and 30 g
(0.75, 1.5 and 3% respectively), the HSL calyees were added
to a liter of boiling (95-100"C) drinking water for 10 minutes
and then left to cool. The solution was filtered and then 300
g sucrose were added. It was stored at 4°C until consump-
tion.

Antioxidant Capacity of HSL Calyees Infusion

The antioxidant capacity of the HSL infusion was meas-
ured by FRAP. 50 pl of HSL infusion were suspended in 1.5
ml of reaction mixture (300 mM acetate buffer pH 3.6, 20
mM hexahydrate of ferric chloride, 10 mM of 2,4, 6 Tris-2-
pyridil-s-triazine dissolved in 40 mM chlorhydric acid were
added in a relation of 10:1:1 v/v respectively); the mixture
was shaken vigorously i a vortex for 5 seconds, Then it was
mcubated at 37" C for 15 minutes in the dark. The absor-
bance was measured at 393 nm. The calibration curve was
obtained vsig FeSO, [10], Total percentage of polyphenols
was measured by the laboratory of toxicology of the FMVZ.
UNAM.

Animals and Diet

Experiments i animals were approved by the Laboratory
Animal Care Committee of our mstitutien and were con-
ducted in compliance with the Guide for the Care and Use of
Labaratory Animals of NTH. Sixty Male Wistar rats (150 £ 5
o), were housed with a 12:12 light-dark cyele and randomly
separated into six groups of ten animals: group 12 control rats
(C) given tap water for drinking; group 2: control rats, given
drinking water containing 3% of HSL calyces infusion;
group 3:MS rats, given drinking waler containimg 30% of
sucrose for 24 weeks, as well as the treatment with HSL in-
[uston: group 4: MS+HSL 0.75%; group 5: MS+HSL 1.5%
and group 6: MS+HSL 3%. Water and todent commercial
food (23% of crude protein, 4.5% of crude fat, 8 % of ashes
and 2.5% ol added minerals) were given at libitum. At the
end of the 24 weeks of treatment. the animals were weighed
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and their svstolic blood pressure (SBP) was measured by the
tail-cuff method (Pérez-Torres et al., 2009). After overnight
fasting, the animals were subjected to euthanasia with a guil-
lotine.

Serum and Tissue Sampling

The blood was collected and centrifuged for 20 minutes
at 3000 rpm, at 4°C. The serum was separated and stored at -
70%. The liver was separated and dissected while fresh; it
was homogenized in a sucrose solution (25 mM sucrase, 10
mM Tris, | mM EDTA, pll 7.35) with protease inhibitors (1
mM PMSF, 2 uM pepstatin, 2 pM Jeupeptin and 0.1%
aprotmine), centrifuged at 2500 rpm for 10 minutes at 4°C,
The supernatant was separated and stored at -70" C. Total
proteins were determined by the method of Lowry [117]. The
intra-abdominal fat was separmed, weighed and then dis-
carded.

Biochemistry and Advanced Glyeation of the Serum

The measurement of cholesterol, triglycendes, glucose,
was carried out with enzyvmatic kits from Pointe Scientific
Inc. (Canton, Michigan, USA). Serum insulin was evaluated
using specific kit for ral Irom Linco Research, Inc. (Mis-
sourt, USA): the sensibility was 0.05 ng/ml. Homeostasis
model assessment (HOMA) was used as an index 1o measure
the degree of msulin resistance and was caleulated by the
formula: [insulin (uIU/mL) X glucose (mmol/L)]/22.5[12].

Serum AGEs concentration was evaluated by Radioim-
munoassay (RIA), according to the RIA method ol Rubio-
Rz [13]. The anti-AGLEs specific polyelonal antibody, were
produced in rabbit using BSA plyveated (AGE-BSA) as -
munogen. The AGE-BSA prepared by incubation of BSA
(50 mg/mL) with glucese (0.5 M), during 90 dayvs at 370C,
in dark under sterility condition was also labeled with 1123
by chloramine T method, and used as radioactive tracer, The
AGE-BSA used had in average, 96% of glycation, evaluating
by Matrix-Assisted Laser Desorption lonmization Mass Spec-
trometfry (MALDI-TOF) and analyzed with the BSA's se-
quence from GenBank number CAAT6847 (g1:3336842) and
the programme: PyMOL v0.99 (DeLano Scientilic LLC, CA,
USA). The antiserum was doubly purified; first in Afh-Gel
102-BSA to remove antibodies anti-BSA and subsequently
m Affi-Gel 102-AGE-BSA to retrieve the specific antibodies
anti-AGEs, Purified antibodies were titrated and employed in
the liquid phase RIA with precipitation by second antibody,
using an anti-rabbit 1gG antiserum produced n lamb. The
calibrators were prepared by Lowry quantification and fluo-
rescence analysis usmg Lummescense Spectrometer; model
LS 50B from Perkin Elmer, The calibrator’s specific activity
was esfablished by the fluorescence emitted by T mg/mL of
AGE-BSA [300 Ufmg/mL)]. The standard was diluted 1o
estahlish a range ol 0-19200 pU/mL, where the RIA is lincal.
The analytical sensitivity was 20 pU/mL (nU = micro-units
ol arbitrary Nuotescence 10 3707440 nm). The intra e inter=
coelticients of varintion were 5.7 and 7.9%, respectively,

Evaluation of Antioxidant Enzymatic System

The measurement of the activity of antioxidant enzymes
was carried out by electrophoresis in 8% polyacrylamide
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mitive pels [14]. To determine the activity of CAT, the gel
was wished with distilled water during 5 minutes; this pro-
cedure was repeated three times, then it was meubated with a
mixture of 1" Kale (CN), and 1% of FeCly 6H20 for 10
munutes m the dark and then washed with distilled water to
stop the reacton | 15],

To determine the activity of SOD, the gel was washed
with disulled water during 5 mmntes; this procedure was
repeated three times, then it was mcubated with 245 mM
nitro blue tetrazolium (NBT) for 20 minutes, then the NBT
solution was discarded and the gel was incubated in a solu-
tion of 28 mM EDTA, 0.028 mM riboflavin, 36 mM phos-
phate buffer pH 7.8, After 15 minutes of incubation in the
dark. the NBT stam for - was developed by exposure 1o
UV light for another 10 munutes [15]. Finally, 1w determine
the activity of peroxidases, the gel was washed with distilled
water durmg 5 mmutes; this procedure was repeated three

times and was developed according to a modified method of

Abrams and Webster [16], incubating in a mixtre of 0.3
mg/ml 3.3°.5.5 -weramethilbenztdine dissolved in a mixture
of ethunol, acetic acid and water (1:1:1 veiv) with =05 Tor 10
manutes iy the dark. The gels were analyzed by densitometry
with an image Sigma Scan Pro 5 Analyzer.

The activity of enzyme GPX was measured by spectro-
photometry: | mg of protein from the liver homogenate was
suspended in 1.6 ml of 50 mM phosphate bufter (ptt 7.0),
with added 0.2 mM NADPHL | mM GHS and | U/l glu-
tathione reductase. The mixture wag incubated for 5 minutes
at roommn temperature, then 100wl of 0.25 mM HL0- were
added and the reading was taken immediately at 340 nm (ini-
tal reading) and again after 5 mimutes (linal reading) [17]

Evaluation of Antioxidant Capacity of the Non-enzymatic
System

For the precipitation of the proteins in the samples 100 pl
of 10% ZnSO04 and 100 pl of 0,5 N NaOH were added 10 one
my of protein from the liver homogenate and centrifuged at
7155 » g, by u modification of the method described by
Perez 1P, [18], 50 pl of the supernatant were suspended
1.5 ml of reaction mixture (300 mM acetate buffer pll 3.6,
20 mM hexahydrate of ferric chloride, 10 mM of 2. 4, 6 Trs-
2- pyndil-s-triazine dissolved m 40 mM chlorhydnc acid
(HCly were added m o relation ol 10:1:1 vy respectively);
the mixtare was shaken vigorously m a vortex for § seconds
Then it was meubated at 37° C for 15 nunutes in the dark.
The absorbence was measured at 593 mn. The calibration
curve was obtained using Fe2+ (FeS04) [10].

Lipid Peroxidation (TBARS)

TBARS, a murker of damage by free radicals, was niens-
vred by a standard method. To 1 mg of protem [rom the liver
homogenate, 50Ol methanol with 4% BHT plus phosphate
buffer pH 7.4 were added. The mixture was shaken vigor-
ously in a vortex [or § seconds and then incubated i a water
bath at 37° C for 30 minutes. This was followed by the addi-
tion of 1.5 ml of 0.8 M thioharhituric acid and then tneu-
bated n a water bath at boiling temperature for | hour. Aller
this time and to stop the reaction, the samples were placed on
ey 1 ml 5% KCL was added to cach sample as well as 5 ml
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n=butanol; they were shaken in a vorex for 30 seconds and
centrifluged at 2000 rpns. at rooms temperature for 2 minutes,
Then the n-butanol phase was extracted and the absorbenco
was mensured at 532 nm. The calibration curve was obtuned
using tetraethoxypropane a8 stondard [15],

Protein Carbonylation

To measure the carbonylation of the prowms, 1 mg of
protein from liver homogenite was added to 300 pl of 2.5 N
HCl or 300 pl of 2 4-dinitrophenylhvdrazme (DNPH), It was
vigorously mixed in vortex and incubated m darkness
room temperniure during one hour, shaking m vortex every
15 minutes. At the end ol the ncubation penod. 500yl 20,
richloreacenie actd were added. and the nuxture was centri-
fuged at 15000 g for 5 ymnotes. The supernatant was dis-
carded, continuing with the washings, first removing the
precipitate with a sealed capillary wbe, adding tml etha-
nolicthylacetate, allowing 10 minutes repose hetween cach
washing to permit the elimination of DNPH. mixing and
cemtrifuging at 15000 Tor 10 mmnutes: this was repested
twice. Fmally, | ml of solution of 6 M guamdine hydrochlo-
ride with 20 mM monobasic phosphate (KH:POy) pH 2.3
was added and it was mcubated again at 37°C during half
hour. Absorbence was read in a spectrophotometer at 370
nm, using air a8 blank and molar abserption cocfficient of
22000M e [19],

Statistical Analyses

Statistical analysis and graphics were performed with a
SigmaPlot 11 program. The data are presented us the mean =
SEM. Statistical significance was determined by two-way
ANOVA 1est, followed by the post-hoe Tukey test. Differ-
enees were considered statistically significant at P<0.05,

RESULTS

Antioxidant Capacity of the HSL Calyces Infusion and
Total Polvphenols Percentage

The antioxidant capacity measured by FRAT m the dif=
ferent concentrations of HSL calvees nfusion was 4302 =
3.30 nmol of Fe Wml for 0.75 %, 6342 + 4.76 nimol of Fe
[/ml for 1.5 % and 85.69 £ 10.36 nmol of Fe [l/ml for 3 %.
The total polyphenol percentage present in the calyces of
HISL was 3.80 % per g.

Effeets of the Treatment with HSL Infusion in the Ani-
mal SBP, Body Weight, Body Faf, Advanced Glycation
and Biochemistry Serum

Table 1 shows that the SBP in the MS group were sig-
nificamly elevated in comparison  with the C group
(p<0.001), but the treatment with HSL significantly de-
creased the SBP m the MS groups at the concentrations ol
0.75%. 1.5% and 3% (all with p <0.001). There was no sig-
nificant difference in the SBP between C and C+HSL 3%
Lroups,

The body weight in the MS group was ligher than m the
C group (p< 0.001). The weatment with HSL significantly
reduced the body weight i the MS groups at concentrations
of (1.75% and 3% (all with p<0.03). There was no significant
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Fable 1. Effects of the treatment with HSL infusion upon the systolic blood pressure (SBP), budy weight (BW), boedy fat (RF) and
serum. Data are means & SE, n=8 each group. MS vs, other groups statistically significant at: *p<0.05, **p<0.005,
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difference in the body weight between C and C+HSL 3%
groups, (Table 1).

['able 1 shows that the intra-abdominal fat in the C group
was significantly lower than in the MS group (p <0.001), but
the treatment with HSL decreased the intra-abdominal fat in
the MS group at the concentration of 3% (p=0.01), There
was no significant difference in the mira-abdominal far be-
tween C and C+HSL 3% groups

There was no sigmficant difference i the concentration
of eholesterol between the € and MS groups, but after the
treptment with HISL i the MS groups, it was found that the
cholesterol decrensed at the concentration of 1.8% (p<0.001)
and 3% (p=0.02). There was no significant difference in the
concentration of cholesterol between C and CHHSL 3%
groups, (Table 1)

Table 1 shows that the serum triglvcerides in the MS
group were significantly elevated in companison with the C
group (p=0,001), but the treatment with HSL significuntly
decreased the levels of tnglyveendes in the MS groups at the
concentrations of 1.5 % and 3% (all with p<0.001). There
was no significant difference i the concentration of serum
triglycerides between C and CHHSL 3% groups,

There was no signilicant dilferenee n the concentration
of glucose between experimental groups (Table 1).

Table 1 shows that the serum insulin in the MS group
was significantly elevated in comparison with the C group
{p=<0.001), but the treatment with HSL significantly reduced
the levels of msulin m the MS groups al the coneentrations
of 0.75%, 1.5 % and 3% (all with p<0.001). There was no
significant difference m the serum msulin between C and
C+HSL 3% groups.

The HOMA index calculated for MS group was higher
than in C group (p<0.001), But in the MS groups with treat-
ment of HSL at 0,75 %. 1.5 %, and 3 %. the index was sig-
mificantly reduced, all with p<0.001, compared with MS
group. There was no significant difference i the HOMA
index caleulated for C and C=HSL 3% groups, (Table 1),

In the C group the serum concentration of advanced gly-
cation end products (AGES) was significantly lower than in
MS (p=<0.001). The serum concentration of AGEs decreased
in the groups MS+HSL at 75 %, 1.5 % and 3 %, all with
p=0.001 with respeet o the MS group without treatment,
There was no sigmificant difference in the concentration of
cholesterol between C and C+HSL 3% groups, (Table 1).

Antioxidant Enzymatic System

Figure TA shows that the enzymatic activity of CAT mn
the MS group was significantly lower than in the C group by
26.65 umol H;0: x mg”™ protein (p= 0.01). When comparng
the enzymatic sctivity of CAT, from the groups that received
trestment with HSL at 0.75%, 1.5% and 3%, it was found
stemificantly higher than that in the group without treatment,
by 26.5 (p=0.01), 30,58 (p=0.005) and 42.01 (p=0.001), re-
spectively. Figure 1B shows that there was no significam
difference in the enzymatic activity of CAT between C and
C+HSL 3% groups.

In Figure 2A it can be observed that there s no signifi-
cant difference in the activity of the enzyme Mn-SOD be-
tween the groups C and MS. Nevertheless, when comparing
the enzymatic activity of Mn-SOD from MS group with the
groups where treatment with HSL was given at 0.75 %, 1.5
%aand 3 %, a ligher acuvity was observed i the groups with
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Fig. (1). Effeat of the treatment with HSL mfusion upon the catalase activity in the liver homogenate. Data are means = SE, n=K each group

1

Fig. (2). Lfleet of the treatment with HSL infusion upon the superoxide Mn ond Cu-Zn activity m the liver homogenaie. Data are meons =

SE, n=¥ cach group

= -

treatment, by 10.72.12.77 and 20.77 U/mg ' protein, respec-
tively, all with p=0.001 with relation o MS group. Also in
(Fig. 2B). It can be observed that the activity of Mn-SOD 15
incremented i the CHHSL 3% group by 16.73 (p<0.001)
with relation 1w C group

Likewise, the activity of the enzyme Cu-Zn SOD was
sienificantly higher in the C group by 7.62 U/mg ™ (p= 0,001)
in comparison with the MS group. But the treatment swith
HSL increased the activity of Cu-Zn SOD in the MS proups
at the concentrations of 0.75%, 1.5% and 3% by 1597, 9,07
and 10.7) Uimg" (all with p<0,001), respectively with rela-
ton o MS proup (Frg. 2A), There was no signilicant dilles-
ence m the enzymatic activity of Cu-Zn SOD between C anid
C-+HSL 3% groups, (Fig. 2B)

Figure 3A shows that the enzyvmatic activity of the per-
oxudases Irom the MS group is significantly diminished by

163 U/mg-1, protem (p=0.003) with respect to the C group
Although in the groups MS +HSL at 15 % and 3% there is
an inerease in the enzymatic activity of 1.20 (p=0.03) and
2.75 Umg™ protein (p <0.001), respectively with relation to
MS proup. Figuore 3B shows that there was no significant
difference in the enzymatic activity of Cu-Zn SOD between
C and C+HSL 3% groups

The activity of the enzyme GPX from the C group was
fower than that of the MS group by 0.072 mmoel/min/ of oxi-
dized NADPH (p<t.001), Nevertheless. when compuring the
ME group with those that received the treatment with HSL
0.75%, 1.5%. and 3 %, the enzymatie activity was lesser by
U004, L077 and 0.056 mMol/min/mg of oxidized NADPH
(all with p<0.001 (F1g. 4A). There was no significant differ-
ence in the enzymatic activity of Cu-Zn SOD between C and
CHISL 3% groups, (Fie. 4B)



6 Tevnun,, Endoc. & Metab, Agenss ih Med, Chem,, 2013, Vol 13, No. 2

IA

Peroxidipses
thizmg ' pratein

T ] i s Tk

Zudiiga-Muiio: et ul.

T proteing

Peroxidases

mg

Fig. (). Effect of the treatment with HSL miusion upon the peroxidase activity in the liver homogenate. Dati are means + SE, n=8 each

group

P
¥

1

x

I A0DPH )

|

@ et
wichiy

|

Calutedbinen

v L .:_;_:_
F E 906G —

e
tu

i |
e d NADPH )

Cilusan b

=
3

=

Lmincy
:
Lt

LRLAL LA

Ve N, (R

L ape-yn —

E o = C=E3L 3%

Fig. (4). Effeet of the meamment with HSL infusion upon the gluisthione peroxadase activity in the liver homogenate. Data jire means + SE,

n=8 each group

Effects of the Treatment with HSL in FRAP, Lipid Per-
oxidation and Protein Carbonvlation in the Liver of the
MS Rats

Table 2 shows that the antioxidant capacity of the non-
enzymatic system in the C group is higher than m the MS
group (p= 0L006). In the MS groups treated with HSL it was
found that the antioxidant capaenty of the non-enzvmatic
system ncreased at the concentration of (L75% (p=0.003),
1.5% (p=0.007) and 3% (p=0.002) with respeet o MS group
There was no difference in the antoxidant capacity of the
non-enzymatic system hetween C and CHHSL 3% groups

The mdex of hipid peroxidation is shown in Table 2; 1t
was significantly higher in the MS group compared with the
C group (p <0,001). Nevertheless, a decrease was observed
in the MS groups with HSL treatment at 0,75 % (p<0.001),
LS % (p=1L01) and 3% (p<0.001) with respeet to MS group:

I'here was no difference in the index of lipud peroxidation
between C and C+IISL 3% groups

The protein carbonylation in the MS group was signifi-
cantly higher than in the € group (p<0.001), but there was a
decrease of 11 in the MS groups with HSL treatment at 0.75
Yo (p=0.001), L5 " (p<0.001) and 3% (p<0.001) with re-
spect to MS proup. There was no difference in the protein
carbonylation between Cand C+HSL 3% groups, (Table 2),

DISCUSSION
Polyphenols of the HSL Calyces Infusion

In this paper we tested 1f the antioxidant properties of
HSL calyces mfusions could improve the deteriorated state
0l MS rats. The antioxidant effects conld be due 1o the pres-
ence of polyphenols. We have estimated total polyphenol
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ICffects ol the treatment with HSL infusion upon the antioxidant capacity of the non enzymatic svstem (FRAP) and over the

markers of pxidative stress: lipid peroxidation (TBARS) and carbonylation in the liver of the MS rats, Data are means £
SE, n=8 each group. MS vs. other groups statistically significant at: *p<0.05, **p<0.005, =**p<0.001.
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percentage present m HSL ealyees and the antioxadant ca-
pacity of the infusion, Ninding that the antioxidant capacity
was mereased according to the amounts of HSL used for
cach concentration, it has been reported that m 66% ol the
polvphenols contamed in the calices passed to the infusion
and also the antioxidant capacity measured by FRAP is ex-
plained in Y5.24% ol the occasions by the quantity of the
polyphenols present in the infusion [20]. The polyphenols of
the HSL calyces infusion would have been ingested and ab-
sorbed by the MS animals Tavoring an increase in the anti-
oxidant system.

Systolic Blood Pressure

I'he results show that in our MS model the animals de-
velop hyperfension and this increase in the SBP is related to
a low availability of nitric oxide (NO) [21]. This deerease of
NO may be due to several [actors, among them the uncon-
pling of the eNOS by absence of substrale or colactors.
which induces low production of NO. This could be oxidized
by the superoxide mion (Ox=), generating the NOO™ and
increasing the oxidative stress, which, in trn, alters the
vasodilatation dependent on the endothehum, inducing an
imerease i SBI* [22], The treatment with HSL at 0.75%.,
1.5% and 3% m MS groups had an antihypertensive effect.
This could be atiributed to the presence of anthoeyanines in
the calyees of HSL, as well as delphynidine and eyanidine-3-
O-sambublosides, which have an antihypertensive effect due
1o two synergic and complementary mechanisms of action:
the [irst is diuretie, probably by a pharmacokinetic process
similar 1o those of the antagonists of aldosterone (increases
the elimination of water and natriuresis, without modifving
the exeretion of potassium) [23]. The second is that they are
inhibiters. by competition, of the ungiolensin converting
enzyme (ACE). Some authors suggest that the lavonmds
and other polyphenols act as chelating agents of the zine
atom present in the active center of ACE [24]. Likewise,
there are ions that can dilate or contract the blood vessels,
therchy playing a discrete role in the regulation of the blowd
pressure; such as Ca™, which, when its concentration in-
creases. slimulates the contraction of smooth musele. How-
ever, the methanolic extract of HSL can inhibit the Ca™ m-
flux into vascular smooth muscle cells, thereby reducing
vasoconstriction [25].

Intra-abdominal Fat and Triglyeerides

On the other hand, in the model of MS, an increase in
body weight and intra-abdominal fat in comparison with C
was observed, When the 3% treatment with HSL was ini-
plemented, body weight the rats decreased. This elfeet could
be duc to a deerease in lipogenesis because of the hibiscus
acid or +/~ hydroxyceitrate (+-HCA). because some authors
have indicated that this acid could be transformed hy the
intestinal Mora i -~HCA. This compound has the capacity to
mhibit, by competition, the extramitochondral enzyme ATP-
citrate=lyase [26], which catalyses the breaking-up of citrate
to vbtain oxaloacetate and acetyl-CoA. this being the most
important step for the svnthesis of fally acids. Likewise, -/
HCA inlibits the formation of malonyl-CoA, which stimu-
lates the activaty of carnitine transferase. resulting in the
diminution of hpogenesis and the inerease in the lipid oxida-
tion andior m glucogenogenesis [27]. It has been demon-
strated in rodents, that the oral administration of -~HCA
suppresses the intake of food and reduces weight gam when
the rats are fed high-carbohydrate diets [28], 1t has also been
shown that +/-J1{CA 1s an inhibitor of the c-amilase [29] and
the w-glucosidase, particularly the latter. This enzyme takes
care of the degradation of oligosaccharides to monosaccha-
rides before they are absorbed. When this enzyme is inhib-
ited, the absorption of glucose decreases and, conseguently,
the postprandial levels of glucose [30], thus decreasing the
generation of AcetylCoA, the main substrate for the synthe-
sis of fatty acids,

Another study has shown that the agueous extract of HSL
is capable ol inhibiting the differentiation of adipoeytes in-
vitro by blocking the release of the transeription factors nee-
essary for this process, without affecting the viability of the
cells, The authors conclude that the aqueous extract of HSL
inhibits the accumulanon of hpids in 46.6% of adipocytes
[31].

Regarding these effects, the MS rats had a significant in-
crease in serum triglycerides, which decreased in the MS
groups when treated with HSL at 0.75% and 1.5%. The de-
crease in serum triglycerides could be explained by the
amoeunt of soluble fiber present in the calices of the plant
HSL. It has been estimated that eacli 250 ml, of HSL infu-
sion contains 166 mg of (iber [20], which causes high vis-
cosity solutions in the small intestine, thereby affecting the
entero-hepatic recireulation of bile acids and diminishing the
lipid absorption. since it limits the disponibility of these lip-
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ids for the intestinal epithelinm cells [32], On the other hand,
as already mentioned, the -~HCA decreases lipogenesis ¢i-
ther by reduction of the ingestion, alfecting the absorption of
glucose, and/or hy enzymatic blockade. It should be men-
tioned that the treatment with HSL in MS rats also decreased
the serum level of cholesterol; this could be explomed by the
presence of phytosterols, associaled 1o the soluble {iber, such
as ergosterol and [i-cytosterol that inhibit the absorption of
cholesterol by the enterocytes [20].

Insulin Resistance

In spite of finding no hyperghcemia in MS animals, the
HOMA index is mereased. This index allows us to evalunte
the insulin resistance. by means of the concentrations of
plasma glucose and insulin. When the HOMA index 1s below
2.5 it is considered as normal, when 1t is >2.5-3, It mdicates
deterioration of the sensitivity 10 insuling and if it is >3 there
is- msulin resistance. With the treatment of HSL infusion
there was o deerease in the HOMA index. This effect may be
due 1o the presence of evanidine-3-glucoside which 1s capa-
ble of decreasing the expression of pro-inflammatory adipo-
cytokines MCP1 and TNFr, allowing the expression of the
transporter GLUT4 in the white adipose tissne. This facili-
fates the transport ol glucose 1o the mierior of adipoeytes,
reducing the serum concentration of the protem RBP4 and
deereasing the acnvity of the enzyme glucose-6-phosphatase,
therelore increasing the consumption of glucose by signaling
of insulin in the skeletal muscle [33]

In the liver, gluconeogenesis 1s suppressed, increasing the
sensitivity to insulin and cavsing decrease of both serum
glucose and oxidative stress [33]. Our results show that the
HOMA index in the animals treated with the infusion of 3%
HSL was <2.5, suggesting that the biological answer of insu-
lin an the tissues s normal. This, added to a wendency of the
glucose concentration to decrease, could explam the decrease
m the serum AGEs and the specilic receptors, thus protecting
the cellular components from damage by oxidation; this ef-
fect has been described by other authors, who conclude that
it can be due to the presence of the polyphenol epigallacate-
chine-3-O-gallate [9, 34].

Antioxidant Enzymes

On the other hand. the antioxidant capacity given by the
enzymes CAT. Cu-Zn SOD and peroxidases decreased,
while the activity of the Mn-SOD did not change, and the
activity of GPX increased in MS rats. Nevertheless, when
giving the treatment with HSL o MS ras, the scuvity of the
enzymes CAT, Mn-SOD, and Cu-Zn SOD mcreased. Other
investigations observed that the treatment with HSL extracts
ncreased the activity of the enzymes CAT and SOD, and
increased the antioxidant capacity of the liver. [In this way,
they avoided the production of ROS as well as their adverse
effects, such as the expression of the ranseription factors
Bax, (Bib and pJNK [35], which decrease hepato-cellular
apoptosis mnduced by ROS with the consequent [ibrosis, by
aclivation of the hepatic stellar cells [36]. The activily of
peroxidases increased in all the treated groups, thus reducing
the production of ROS, since the peroxidases are ahle to
elimmate H,0: by means ol a reaction similar to that of cata-
lase [37].

Zudiga-Muidoz et ul.

The actvity of the enzvme GPX decreased in all the
groups treated with HSL, which would probably reduce the
utilization of GHS. increasing its concentration and saving
NADPH in the liver of MS rals. To reduce again the oxi-
dized glutathione, the enzyme glutathione reductase requires
NADPH as a colactor [38]. The saving of NADPI could
decrense the cellular energetic expenditure since the reducing
equivalent is produced m the collateral pathway of the phos-
phate-pentoses. This alternative oxidation of glucose does
not generate ATP. since its purpose is ta provide ribose-3-
phosphate and NADPH used for the synthesis of fatty acids
and steroids or, as already mentioned, to works as a cofactor
tor glutathione reductase [3R]. The weatment with the extract
of HSL mncreases the concentration of cellular GHS [34-35,
394017, which is the major soluble antioxidant in the ¢ytosol,
nucleus and mutochondna, since 1t has the capacity 1o trap
the HO (hydroxyl) and O: -, as well as regenerating vitamins
Iand € to their active form [41-42]. This possible increase
in the concentration of GHS could partly explain the eleva-
tin in the antioxdant capacity of the non-enzymaltic svstem
observed m the MS animals with treatment of HSL, at all
concentrations,

Oxidation Markers

It is relevant to point out that the joint diminution hoth in
the peroxidation index and hepatic carbonylation as well as
i the serum glycation observed in the animals treated with
HSL is probably due w the synergic action of the polyphe-
nols present i the miusion and the antioxidant systems both
enzymatic and non-enzymatic.

CONCLUSION

The infusion of HSL ealyees has antioxidant propertics
that allow the increase in antioxidant capacity of both sys-
tems, enzymatic and non-enzymatic, in the liver of the MS
animals, in this way decreasing the lipid peroxidation; car-
bonylation in the hver and advanced serum glycation, and
thus protecting the MS rats from oxidation damages.
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ABBREVIATIONS

ACE Angiptensin converting enzyme
AGEs = Advanced glycation end products
ATP = Adenosine triphosphate

BUT = Butyl hydroxytoluene
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ORIGINAL ARTICLE

The Efficacy of Pregabalin in the Treatment of
Prediabetic Neuropathic Pain

Alejanelra Gonzalez-Daarte, MD, PLD* Monica Lem, MD*
Eulives Diaz-Diaz, PhD, 7 Cinthia Castillo, MD* and Karla Cdrdenas-Sato, MD*

Objective: We report the results of a pilot, envichment-desian,
plicebo-controlled crossover trind of pregabalin for the tregtment
ol pricdubene small<iber aeuropathe pain

Methods: Individuals: with impaired  fasting glucose or impaned
elucose tolerniee and newropathic pun were evitlunted secording
to UTAH Earlv Neuropathy Scale (UENS), Quantititive Sensory
Testuing. and mtraepidermal nerve fiber density (TENFDY. Symp-
toms were graded according 1o the Numerie Rating Seale (NRS).
Individuals who responded 1o the administration of placeho were
not eligible. Pregabalin was initiated at a dese of T3mg qud aml
tipered up to 300 mg bid, Only individuals with o reduction of pain
scores = 30% were eligible 10 continue with the double-hlind
phase, which consisted of o randomized crossover period of |

mimth of pregabalin and | month of placeba, with 7 days af

wishout between petiods;

Results: Forty-five participants were enrolled o the study. There
was 36% reduction ' the NRS from bascline after | momih ol
single-blind pregabalin INRS = 5.1 + .60 Twenty-six participants
were eligible for the touble-blind phase. There was further redye-
nem of painoanthe double-blind pregabalin and the plucebo groups.
but the pregabilin group had i stutistieally significant reduction of
piin (NRS = 32 +£ 2.2 ve, 00 + 2, £ < (LUF), Participants whe did
not respond showed a lower [ENFD than those:who responded.
suggesling more severe nerve daniige,

Conelusions: This pilot study showed mmprovement of predinbene
neuropathic pain. Participants with higher pain scores at Wascline
hud Tigher WENS scores and alower TENFDG Limnations of the
study melude the smll number of participants and the earry-over
ellevt

Key Words: prediabetes, small fiber negropathy. impajred plucose
toleriinee, impinred isting glucose
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BACKGROUND

Prediabeles, defined as either mipaired asting glucose
(TG or impaired glicose tolerance (1GT), is a milder form
of glucose dysmetabolism that precedes diaberes mellitys, =

Prediabetes may be the canse of neuropathy in 36%:.°
4295 or up o 36%" of the patients with neuropathy ol
undetermined etiology. In individuals with prediabetes,
neuropathic pain s noticed in 4.2% to 87% of the
cases,” 'V Neuropathy associated with prediabetes is clin-
teally similar o early diabetic neuropathy due o injury ol
small-diameter unmyelinated or lightly myvelinated noci-
ceptive and autonomic fibers™; numbness, burning pain,
and poresthesias in the feel are common complaints,
although abnormalities are relatively mild and consist of
selective length-dependent loss of small-liber modalities,
such as piaprick and temperature loss, withoul significant
signs of lurge-fiber dysfunction, ! 19

Should individuals with prediabetes be managed any
differently than individoals with other causes ol peripheral
neuropathy?'® " Pregabalin is one of the multiple available
effective medications for neuropathic pain,™'= but there is
no evidence that pregabalin can treat puin ussoctateéd with
small-fiber dumage or dysfunction i prediabetic paticnis.

We nised n previpusly deseribed énrichment stralegy to
assess and compare the efficacy ol pregabalin m individuals
with prediabetic painful small-fiber neuropathy, using a
sinple-blind and double-blind crossover study, > In addition
o the classie fusting and 2-hour glucose levels. we also used
novel techmgues to gquantity the endproduets of non-
enzymatic glveation simultaneously. ™ 27

METHODS
Study Design

This study consisted ol an enriched prospective single-
blind phase followed by a double-blind crossover phase.
similir to other previously deseribed studies™ Such a
sirategy has dlready been proved useful at confirming
responses to neuropathic pain agents with small sample
sizes, short treatment durition phises, and low baseline
pain scores™ (Fig: 1). Enrichment phase. period A, was
desipned 1o lower the placebo response rale by excluding
mdmwsduals who responded (o placebo. Identical 75mg
placebo capsules were administered bid for | week. The
maximum pain score of each day was recorded every mght,
averaged at the end of the week. and compared with the
baseline score of each participant. Individuals with a pain
score response = 30% with placebo were excluded from the
stndy. Enrichment phase, period B, was designed to ¢or-
rectly identily individuals: who responded 1o prepabalin
singe the heginnime of the study. Pregabalin was titrated to
o muximum tolerable dose over [ week (maximum 300 mg
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FIGURE 1. Study design flow charl.

bid). Participanis received the same dose for the following 2
weeks, On the fourth weck, the dose was titrated down to
zero. Pain scores were recorded every nmight, but only the
scores oblamed during the 2 weeks whien the participant
received the maximum tolerated dose were averaged and
compared with baseline scores. Parlicipants who met the
criteria for periods A (placebo response ol pain scores
<30%) and B (reduction of pain scores = 30%) were ¢li-
gible to continue to the double-blind crossover phase. The
Double-blind Crossover Phase consisted of randomizing
purticipants into pregabalin at the period A dose or placebo
for two dweek double-hlind crossover treatmenl periods,
each preceded by a l-week washoul. Each 4-week {reaiment
period consisted of 4 l-week ttration up phase. Z-week
maintenance, and a l-week titration down phase: Pre-
gabalin ttration was performed us fast as possible Lo
shorten the duration of the study, as we expected that the
dropout rates could inerease il the study was very long.
farticipants then crossed over to the active/placebo arm for
the second d-week treatment perind. Participants were
provided with acctaminophen tablets (500mg) for break-
through pain. Acetaminophen was chosen as a break-
through pain control due to ils safe profile and rare side
clfects.® Opioids were proseribed, given their potential 1o
cause dizziness. which could conlound the results. IT par-
teipdnts displaved uncontrolled moderate or severe pain
even after the use of paracctamol, they were elimmated
[rom the study, The study duration was 24 months overall
and 13 weeks for each participant,

Prediabetes Evaluation

Predinbetes was diagnosed using the American Dia-
betes diagnostic eriterin™; IFG was diagnosed if the serum
glucose was between 100 and 125meg/dL after a 12-hour
overnight fast. 1GT was defined as a serum glucose between
140 and 199 mg/dL 2 hours after a 75-mg dextrose loud in
an oral glucose tolerance test. The measurement of
advanced glycation endproducts derived Trom glucose
(AGESs), as markers ol long-lerm glycemic control, was
performed m the serum of participants after 12-hour fasting
at the entry visit using RIA und ELISA techniques devel-
oped reeently ar our insttution, already vsed i previous
studies of metabolic complications during metabolic syn-
drome.”> 7 The method ol RIA measures glycated proteins
intact, whereas ELISA measures total AGEs. glycated
proteins intact, and its degradative products sucli as ply-
cated peptides and aduct AGEs. For calibrating ussays.
standard curves were prepared [rom a standard solution of
elveated BSA ut g concentration of Tmg/mL, synthesized mn
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our laboratory (fluorescence units [370/44)nm] per milli-
liter of the solution of AGIE-BSA standard).

Neuropathy Evaluation

Participants were clinically defined as having neuro-
pathic pain if neuropathic symptoms were present: symp-
toms consisted of burning puin, numbngss, or paresthiesias
developing symmetrically in the feet with distal-to-proximal
progression, The Utah Early Neuwropathy Scale (LUENS)
was used as a measurement of early sensory predomimnant
neuropathy.”* The UENS was performed at the initial visit
For all participants, Quantitative Sensory Testing (Q8T) for
temperature (i Celsius) and vibration thresholds (Vibra-
ton Unils) was performed with a TSA-H neurosensory
analyzer (Medoe), vsing the method of limits tor ench
variable 2 Autonomic-mediated  cutpneous  sweat
production in response 1o 1ontophoresod acetylcholine
(OSART). expressed in microliters, was performed using a
QSWEAT machine (WR Medical) with o standardized
pmmcol,‘”": The nerve liber density was assessed by 3-mm
skin-punch biopsies Sem from the ankle, cut in 30-pm-thick
séctions, stained for the pan-axonal marker PGP 9.5, and
examined mictoscopically in a blinded manner to caleulate
the intraepidermal nerve fiber density (1IENFD) according
to standardized counting criteria *>* For all study partic-
ipants, common alternative causes ol neuropathy were
excloded by vitamin Byy, TSHL antinuclear antibodies, and
serum electrophoresis and immunofixation sereening.”*
Potential participants with a famuly history of neuropathy,
independent of diabetes or with & disease known lo be
associated with neuropathy, such us hepatitis €, systemic
lupus ervthematosus, or Sjogren discase, were excluded.

Pain Evaluation

The Numeric Rating Scale (NRS) for puin is an 11-
point numerical pain seale (0= no pain, 10 = pain as bad
as you can nnagine) thal assesses pain before going to
bed 3 Pyrticipants rated their pain according to the
mstruetion, “Please enter your pain by eircling the number
below thitt best deseribes your pain. on average. in the last
24 howrs.” The Panient Glabal Impression of Chiunge Score
(PG1Cs) 1s a 7-point scale that evaluates the impression of
c¢hanges in pain (1 = very much betler Lo 7 = very much
worse); 1t was used o evaluate the pereeived improvemenis
in the NRS7T As a secondary endpoint, Daily Sleep
Interlerence (DS1) was assessed by the patient on an 11-
point ranking scale, where (0= pain did not interfere with
sleep to 10 = pain completely interfered with sleep.

Statistical Analysis

The muain outcome wits the mean score for pain while
taking the maximal tolerated dose of pregabalin, The
number of purticipants to treat was caleulated on the basis
of previous estimates of variance, where 40 participants
were required to provide the study with 80% power tn
detect (with a 2-sided 2 of 0.05) a meun diflerence in pam
intensity = 30% in the average scores at week 4 in each
period.™ On the basis of previous dropout rates of
approximately 10%.% we caleulated that it 44 patients were
enrolled, 40 would complete all treatment periods. Patients
whocompleted at least 2 treatment periods were included in
the eMicacy analysis. Patients who received at least 1 dose of
the study medication were included 1 the analysis of
adverse effects. Data were summarized descriptively and
modeled using approprinie statistical methodology.
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Institutional Review Board

Ihe Ethies and the Investiganon Boeards of our [nsh-
tutlon approved the study and the written informed consent
form. All the patients siened  the Informed  Cansent,
Dociments ure protected m oty archives

RESULTS

Demographics
OF the 45 partcipants enrolles. 33 (753%) were women
Their menn age was 54 years (range. 33 10 85 ¥). Thirtv-four
particpants  had  IFG (0 mesn  fasting  glocose  of
7.8 £ 10 5medl) and 1) had OGH G mesn 2-h glucose of
174.1 & I8.6me dL), All participants had neorepathic hili-
eril pain in the feet, prediabetes, ond abnormil abnonmal
UENS examination (mean 9.3 = 34 paoints) corrpboriting
definite nenrapathic pam aceording 1o the revised definition of
penropathic pain” n addition, the mean QST threshold was
FEC (35 10 506.C) For warm sensation, 68°C (1 o 32°0)
tor cold sensation, and 1001 U (1 to 69 U) for vibration, all of
which are abnormal according 1o our control group. QSART
was very mpured incall pariopants, with a mean swent
volume of 0.27mL (0 to | mL) The mean nerve fiber density
wis 7.1 rerve fibers per mm (2 4.7 nerve libers per mng)
There were no diflerences berween participunts with
IFG and 1GT. Two participants (4.4%) were plicebo res-
ponders, and 7 participants (15%) were pregabplin non-
responders, Ten purticipants were further exclufled from
the study (Fig, 2). Twenly-six participants were eligible Tor
the eross-over trinl: 10 began in the group of pregabalin
followed by placebo and 16 began with plaecebo followed hy
pregubalin. Thirty pereent ol the participapts  used
seetaminophen as an vecasional breakthrough lanulgesic
throughout the trial. Participants were instructefl to rate
pain before the use of acctaminophen to avgud mod-
ifications when rating the degree of pain,

The NRS of Pain
The mean NRS of pain at entry was 82 = i; aler |
week of single-blind placebo, 1 was 7.9 £ 1, NPSkvas 3670

Sarognac, 45

belovw baseline after 1 month of single-blind pregabulin,
with @ NRS reduction 10 5.1 = 2.2, Twenty-six parlic-
ipants (37%0 were eligible for the double-blind phase. Puin
wits Trther reduced in the double-blind pregabalin and the
double-blind  plucebo groups (3.2, vs 4.0, £ = 0.000)
(Fig. 3A) Although both proups  had  considecubly
rediieed. pain, the difference was statistically significant
Between the pregabilin and the plicebo phases (—0.71.
= 1,0 1o D36, £ = 0.000)

DSI Scores

At entry, 11 (17:2%) participants had a DSI score al' |
(sleep well and had noe pain), 28 (43%) gave g score of 2
{sleep almost all might, but wake up with pum), and 6
(.3%%) gave a score of 3 {sleep really poorly because of the
pan). There were no stilistically significant changes with
plicebo. Grades improved signilicantly alter single-blind
prepabaling 19 (30%) purticipants graded sleep interference
as 1o 16 (25% pachieved o grade of 2, and only 1 (1%0) gave
woseare of 3 (£ = 0.045), This response was maintained
through the wnal (Fig, 3B)

Global Impression of Change

PGIC scores of improvement (1 to 3) were achieved in
N participants (12%40) in the single-blind plicebo, 26 (41%)
i the single-blind pregabalin, 23 (26%) in the douhle-blind
pregabiling and 20 (31%) m the double-blind placebho
phisses, Unchanged scores were achieved in 20 participants
(46%) in the single-blind plitcebo, 8 (12%) in the single-
blind pregabalin, 3 (8% m the double-blind pregabuling
g 6 (9% in the double-blind placebe phases (Fig. 3C),
Worsening was achieved in § purticipynts (15%) in the
single-blind. placebo, 2 (6.4%) in the smple-blind pre-
gabalin, | (4%} i the double-blind placebo, and none in
the double-blind pregabulin phuses.

Risk Factors

Participants with lower pan scores INRS<5) in the
double-blind pregabalin phase had stalistcally significantly
higher IENFD levels (7.8 & 5.1 vs, 5.2 3 2.4 fibers/mim;

| g:::;;“; W Prl::!:?; g ] Placeha drap-out. 2

I

Linderwedt Pregabalin

——-—b] Pragabaiin single-biind diop-ou, 7

Single Blind Period, 43

v

| Undarwem Bandomization . EE]

Exclucted frpm 1ne study, 10

¥ « |Intslarant to medication, 3
« Declinad fo panicinate, 4
» Unable to auantity poi, 3

.| Treatment Periea 2, 16 |

| Treatment Perlod 1, 16 I{

Idrugiplacebol | [pacsba/drug)
- S
! C:_ampfeleq' all perinds, 26
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FIGURE 3. A, Mean Numeric Raling Scale (NRS) Pain. B, Daily Sleep Interference Score. €, Global mpression of Change.

P =0.01). They ualso had lower fusung glucose levels
(116 = 16 vs. 123 & 15mg/dL), body muss index (BMI)
(30 + 5.6 vs. 33 £ 9.4), vibration thresholds (10.4 vs. 129
VU). and UENS scores (7.7 vs. Y.0) points); however, these
indicators did not reuch statistical significance.

The Pregabalin Dosage

Maximum tolerated doses of pregabalim were 75 me/d
in 7 participants. 7S mg/bid in 12 participants, 150 mg/bid
in 11 partcipants, and 300mg/bid in 1S participants. The
only side effect was dizziness, which impaired 4 participants
from inereasing pregabulin above 75me/d, and 3 partic-
ipants discontinued the study. There was 1 nonserious.
possibly relited adverse evenl consisting of a lall and
fracture of the metatarsal bones while running down the
stairs at night.

AGEs

In addition to measuring fasting serum glucose levels, we
used 2 mnovative measurements to determine the serum levels
ol AGEs, performed simultancously with the measurenient of
lasting plucose. Higher levels of AGEs were lound in partic-
ipants with abnormal TENFD (RIA: 167] vs, S3SpU/mL,
P = 0.04: ELISA: 1438 vs. 558 mU/mL, # = NS).

DISCUSSION
Our results in this small pilot study showed that pre-
gabalin might prove to be useful for the treatment of pre-
diabetic small-fiber neuropathic pain, pending results from
larger studies. The PGICs showed improvement in 41% of the
participants in the single-blind pregabalin phase and in 36%

930 | www.clinicalpain.com

in e double-blind prepabalin phase. DSIs scores were also
better in the single-blind and the double-blind pregabalin
phases. 1t 18 possible that the better quality ol sleep accounts
for the significant PGIC improvement. Results are similar to
those obtained in painful diabetic newropathy =40

Interestingly, participants with higher pain scores at
entry (NRS of 9 or 10} had a higher BMIT (31 + 9.2 vs.
20 £ 4, £ =0.00), lower IENFD scores (5.8 & 2.9 ws.
7.8 = 5.3 nerve flibers per mm; P =0.02), and hgher
vibration thresholds in the QST (12.2 = 16,3 vs. 528 =39
VLU, P=0.01). Fasting and 2-hour serum glucose levels
were similar between higher and Jower baseline pain scores.
as were the diagnoses of IGT and IFG. Lven though
some population-based studies suggest a gradient tor the
prevalence of neuropathy, where it may be the highest in
participants ‘with manifest diabetes mellitus, lollowed by
individuals with IGT, and the least in those with IFG 3 in
our study, pam-intensity scores and pain control were
similar in participants with 1GT or 1FG.

For tins study. we used the enrichment crossover study
design described by Ho et al. ™ The main advantuge of the

ESCD is the effective evaluation of participants with pain who

did not respond 1o placebo and responded successfully to the
active treatment belore continuing to the next phase. In the
second phase, the partiaipants were compared with their own
scores im-a double-blind phase: The influence of confounding
covarates was avoided when cach patient served as his or her
own control. As in other ennchment crossover studies,
deternuming the criteria for trgatment response during the
enrichment phase was a major ssue of this design. The
stundard definition of a ¢linically important improvement in

Copyright © 2016 Walters Klusver Health, Ine. All vights reserved,
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FIGURE 4, The mean daily pain score graded by the Namernc Rating Scale though the trial,
clinical trials of pain therapies using the | l-point fumeneal is chronmcally ngh, The formabon of AGEs is a consequence
pain rating scale has been defined as climeully importynt when of long exposure to hyperglycenia through the effects ol

a reduction of approximalely 2 poinls or a 30% ghange 1s
achicved.” In our study, pain reduction was Bbserved
between baseline and single-blind pregabalin. betwgen base-
fine and double-blind preeabalin, and between doifble-blind
pregabalin and double-blind  placebo: however, thy preaer
magmiude of the difference was seen between basgline and
simgle-blind prepabulin. We estimate that the magnitgde ol the
response in the double-blind crossover penod wopld ive
been higher 6 we had incrensed the duration of tfeatment,
given that response rales continued mw meresise betwgen 2 il
4 weeks (Fig: 4), or il the washout perjod had been longer,
We detined “definite responders™ as those indifiduals m
whom the MRS was below S after the double-blind pregnbalin
phase (after the crossover). Overdll, 23 (740 participants
were definite reeponders and only § participants
between f und 8 al the completion ol the single-
gabalin  phase, Definite yesponders had statstfully  sip-
nificantly gher [ENFD levels (7.8 + 5.1 vs. 5.2 = P4 fibers!
mm. P = 0,015 In addition, fasting glucose levels find BMI
were lower in responders (116 = 16 vs. 123 + [SafedL and
3+ 5.6 ve 33 4 0.4, respectively), althoneh these Indicators
did not reach statistical significance. These findings supgest
that participants with objective markers of direct dr ncirect
nerve damuge changes were less responsive to treagent,
Smith et al* previously showed that TENFD Forrelated
with higher levels of fasung glucose, We dlso lognd o ap-
nificant associmnion with abnormal IENFD, delingd as <5
netve fibers per millimeter, und higher fasting glugose levels
(130 = 14 vs. 11T & Smgidl, P = 0.05), In adgiion, we
found the same correlation with higher levels of AGEs
measured (hrough RIA and ELISA. Many of thd effects of
hyperglveemin are mediated by nonenzymatic glyeopvlation of
proteins andl the formation of AGES. This phengmenon 15
geeelernted under conditioms where the glucase coreentrahion

lind pre-

Copyright © 2006 Walters Kluwer Flealdd, e, A1 vights reserved

nonenzymatic glveation of proteins. AGE formation is asso-
cinted with structure-function alterativns of proteins, sich as
colliigen, und particulurly in tissues where these proteins
accumulste ™ ™ This innovative discovery supports the idea
ot AGE formanon may play o role us 3 mediator of chronic
nenropathy m o ahered glucose states; it remams to be eluc-
ditted whether its harmful effect is & consequenee of higher
fevels ol these products or longer exposure 1o these products,

Interestingly, the bascline pain intensity was not
pssocited with the responsge rate, serum glucase levels, or
AGLs: however. defimte responders had a higher TENF
density i skin biopsies ond lower AGEs tn the serum,
sugpgesting that the real nonresponders mayv be at a more
advanced chinical stage.

The lumitations al the study were the high number of
purticipants who did not meet the eritenia for entering the
dauble-blind crossover phase. This ssue dimmushed the
power of the study due to the lower number of participants,
and samiple calewlanons for this tvpe of study should con-
sider only those groups thal may be candidates for the
enticliment phase. A second  lmmtation was the high
response e that contmued to increase, meluding the
plicebo phase, despite the washout periods. A seeond
randomization and longer washout periods may have pre-
vented these responses. Finally, the innovative methods for
guantilving AGEs that were messured i this study from
pyvrirohic and imudnzole stroctures ongmated by non-
oxtdative pithways of glucose, whereas other commercial
kits measure them primarily from glyoxan, a prodoct of
glucose oxidition: Fortimanely, total levels of serum AGEs
correfnted between both methods ol measurement. We
propose i larger study to investigate the role of AGEs and
their correlations to TENFD and pain response in pre-
duthetic states
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Abstract

Background. Diabetes Mellitus (DM) is characterized by the production and accumulation of
advanced glycation end products (AGEs), which are identified as one of the key mechanisms in
the development of chronic complications in subjects with DM.

Aims of the study. To evaluate the longitudinal changes in circulating AGEs concentrations 1o
predict the development of DM in a ¢cohort of Mexican individuals.

Methods. A cohort of 781 workers from the Social Security Institute in Morelos, Mexico. was
studied. Clinical and metabolic parameters were obtained and serum AGES concentrations and
other variables in a baseline and in a second sample obtained seven years later were measured.
AGEs were quantified by a specific radioimmunoassay developed in our laboratory. Association
between changes in circulating levels of AGEs and development of DM was evaluated.

Results. The diabetic subjects had higher circulating levels of AGEs than those normoglycemic

or with impaired fasting glucose in both samples studied (471 vs. 246 and 342 uU/mL, p <0.001;

and 912 vs. 428 and 519 pU/mL, p <0.001), respectively. A multinomial logistic regression
analysis showed that subjects who had AGEs concentration 2450 pU/mL in the baseline sample
had a relative risk ratio of 10.7 to develop DM seven years later (p <0.001).

Conclusions. Circulating AGEs concentration is a good early marker to predict risk of
developing DM.

IKey Words:
AGEs, Insulin resistance, Impaired fasting glucose, Glucose intolerance, Diabetes Mellitus.



Introduction

Advanced glycation end products (AGEs) derived {rom glucose are molecular structures

generated in vive by prolonged exposu

> to chronic hyperglycemic like in poorly controlled

subjects with DM (1,2). Early evaluatidns of AGEs could be a valuable strategy to proactively
detect metabolic alterations in subjects prone to develop DM (3). The production and
accumulation of AGEs has been identifjed as one of the key mechanisms in the development of
chronic complications of DM. Therefore, it is thought that measurement of circulating AGEs

could be a useful marker to predict the
in chronic kidney disease (4-10).

In this regard, efforts to develop sensit

chronic complications of DM, particularly those resulting

ve assays, as the one described in this communication,

might help to fill up the lack of reliablejmethodology to address important needs in the process of
decreasing the prevalence and complicdtions of emerging chronic non-transmissible discases

affecting the world’s health nowadays.
radioimmunoassay using a highly speci

Materials and Methods
Subjects Selection

This study was approved by the Scienti
Nacional de Ciencias Médicas y Nutric

Herein, we described and validated a specific
fic antiserum against AGEs derived from glucose.

ric and Fthical Review Committee of the Instifuto
on “Salvador Zubiran™, (key protocol: BRE 557-12/15-

1), and included 781 subjects from a cohort of workers of the Social Security Institute in

Morelos, Mexico, who met the followi
record and complete laboratory data. In
period were frozen until assayed. All p:

Measurements

Anthropometric measurements were pe

¢ inclusion criteria: 220 years of age. with a full medical

tial serum samples (baseline) and those after a seven-year
rticipants signed the corresponding informed consent.

formed by trained staff for this purpose, using a

calibrated stadimeter (Seca 206, Hambyrg. Germany) and a calibrated scale (Seca 872, Hamburg,
Germany). Blood pressure was measurdd using a WHO approved sphygmomanometer (OMRON

HEM-7200, Omron Corporation. Matst

saka, Japan).

Blood samples were collected after an dvernight fasting of at least 12 hours, neither having

performed intense physical activity nor
creatinine, uric acid, total cholesterol, F

ingested alcohol and frozen until assayed. Serum glucose,
DL-cholesterol, LDL-cholesterol and triglycerides were

measured by enzymatic colorimetric méthods using reagents from Pointe Scientific (Pointe
Scientific Inc.. Missouri, USA) and an dutomated biochemical analyzer Mindray BS-200
(Mindray Medical International Limited, Shenzhen. China). Insulin and AGEs derived from
glucose were measured by radioimmungassays (RIA) using a gamma counter Cobra 11 (Packard

instrument Company, Inc., Connecticut

USA). The index of insulin resistance was estimated by

the Homeostatic Model Assessment (HOMA) (11). The estimated glomerular filtration rate
(eGFR) was calculated according to Leyey er a/ in 2009 (12), and values adjusted for body

surface area (13).




Serum insulin coneentrations were measured by a RIA previously developed by our working
group and carefully validated by comparison of the results with the obtained by the Abbott IMX
automated benchtop immunochemistry analyzer (Abbott laboratories, Chicago. USA). which is
used for routine measurement of insulin in our laboratory. This method is a competitive double-
antibody radioimmunoassay. The RIA has a linearity range from 0 to 209 pIU/mL and a
detection limit of 0.21pIU/mL. The intra- and inter-assay precision coelfficients were 6.5% and
6.0%, respectively. No interferences with hemoglobin up to 150 mg/dL, bilirubin up to 135
mg/dL, cholesterol up to 668 mg/dL, and triglycerides up to 4192 mg/dL were found.

Serum AGEs concentrations were measured by a specific RIA developed in our laboratory
(14.15). This assay has a linearity range from 0 to 19200 uU/mL: that in mass concentration is 0
to 64 ng/mL of glycated BSA used as standard, with a detection limit of 20 pU/mL. The intra-
and inter-assay coefficients of variation were 6.1% and 7.3%, respectively. No interferences with
hemoglobin up to 185 mg/dL, bilirubin up to 255 mg/dL. cholesterol up to 860 mg/dL. and
triglycerides up to 2664 mg/dL., were found.

Statistical Analysis

Results are expressed as mean and its 95% confidence intervals. The degree of association
between two parameters was evaluated by simple linear regression analysis, and the associations
between one dependent variable and many independent variables were established by a multiple
linear regression model. The comparisons of parameters between groups were performed using
Bonferroni multiple comparison tests. The sensibility, specificity and the optimal cutoff values
were obtained by the ROC curves. The relative risk ratio (RRR) of developing impaired fasting
glucose or DM seven years later, in subjects that had serum AGEs concentrations at baseline
higher than the optimal cutoff value, was estimated by a multinomial logistic regression model.
All statistical analyzes and graphs were performed using STATA 13 program.



Results
Features and Changes in the Metabolid

The study population consisted of 781

normoglycemics (NG), 144 had impair
(DM). On the second measurement (7 §
NG, 248 had IFG and the number of di

Association between Serum AGEs Cond

The multiple inear regression analysis
serum AGEs concentration was signifid
6.42). p <0.001]. scrum glucose [ coel

Condition of the Study Population

subjects: 602 women and 179 men. Initially. 395 were
pd fasting glucose (IFG) and 42 suffered type 2 diabetes
rears later), the metabolic status changed, only 422 were
ibetics increased from 42 to 111 subjects.

rentration with Clinical and Metabolic Parameters

using the data from total study population showed that
antly associated with biological age [[3 coef. = 5.22 (4.01-
L = 2.49 (2.00-2.97); p <0,001]. serum creatinine [} coef.

= 237.6 (130.51-344.69); p <0.001], anl serum uric acid [[} coef. =23.94 (12.76-35.11); p

<(,001]. When the regression model wi
biological age, weight, height, body sut

s simplified excluding anthropometric parameters such as
face area, and serum creatinine (which are including in

the estimation of glomerular filtration riite). an inverse and significantly association between

serum AGEs concentrations and eGFR,

The novelty of the interrelationship bet
possible association, considering the se
The multiple lineal regression model. ¢

was observed [[§ coef. =-2.41(-3.29--1.52); p <0.001].

veen AGEs and unic acid led us to again evaluate this
rum uric acid concentrations as the dependent variable.
carly showed that uric acid was significantly associated

only with serum creatinine [} coef. = 1.06 (0.63-1.48): p<0.001] and glomerular filtration rate [p

coef. = -0.026 (-0.031--0.021); p <0.00
AGEs concentrations.

| and not with biological age. serum glucose or serum

Reference Values for Serum AGEs Condentrations

The expected values for serum AGEs ¢
established by a simple lineal regressio
chinical or metabolic disorders during tl
the aging process is associated with an

neentration depending on the biological age were

model using the subjects who remain NG and without
e seven years of the study duration (control group). Since
nerement in serum AGEs concentration: both

measurements, baseline and seven yvearg later, were analyzed together to include the aging
process in the results interpretation. The¢ main anthropometric and metabolic characteristics of the
control subjects selected to estimate the reference values are shown in Table 1. It can be observed

that in both, first and second measurem
range or very close of them.

ent, all clinical and metabolic parameters are in normal

The control group was divided into subgroups by decades of age and sex. The results show that

serum AGEs concentration increased oyer the years, without significant differences between men

and women. The results obtained from I\lal control group and the separated by sex are shown in
1

table 2. The data in Table 3, instead of

e average value, show the expected serum AGEs

concentration estimated through the sinfple lineal regression model, considering the minimum

and maximum values of biological age

bt cach subgroup and the lower and upper lmits of

confidence intervals 95% of mean obtai
comparing the tables, the expected valu
model (Table 3) agrees well with the ve

1ed from the regression model. As 1s possible observe by
x5 for AGEs concentrations estimated by the regression
ues obtained from the control subjects divided by




decades (Table 2). therefore using the regression model it can estimate the expected AGEs
concentration for a particular biological age. which gives an additional precision to medical
interpreting. The expected values for serum AGEs concentrations should be considered as the
value of the upper limit of confidence interval 95% of the mean for each biological age.

Serum AGEs Concentrations and Glyveemic state

The study population-was divided into 5 groups depending on glycemic state initially and 7 years
later, according to the criteria of the American Society of Diabetes (16) as follows: NG: serum
fasting glucose <100 mg/dL: IFG: serum fasting glucose of 100-125.9 mg/dL: DM: serum fasting
glucose =126 mg/dL. The 5 groups formed were: 1) NG1-NG2: subjects who at bascline were
NG and remained NG in the second measurement; 2) IFG1-1FG2: subjects with [FG both initially
and 7 years later; 3) DM 1-DM2: subjects who were diabetic both initially and 7 years later; 4)
NGI-IFG2: subjects who initial were NG and later became IFG; and 5) NG1-DM2: subjects
mnitially NG who developed DM 7 years later.

The serum AGEs concentrations were lower in the NG group, increased in the group with 1IFG
and were higher in the group of subjects with DM, both in first and second measurement (Table
4). The detertoration in glycemic control led to an increase in serum AGEs concentrations. The
subjects who were initially NG and in the second measurement suffering from [FG had a higher
increase in serum AGEs concentrations compared with the subjeets who remained NG (256 vs.
192 pU/mL: p <0.001). Likewise, the increases in serum AGEs concentrations were still much
higher in subjects who were initially NG and 7 years later developed DM (441 vs. 192 uU/mL; p
<0.001).

The others metabolic and clinical parameters which correlated with serum AGEs concentrations
in the total population (biological age. serum uric acid and creatinine concentrations, as well as
e¢GFR) do not showed significantly changes outside from their expected physiological values
between measurements or between the groups: only the serum glucose concentration showed
significantly changes between measurements: Group 1: NG1-NG2: 85.0 (84.3-85.7)-90.3 (89.7-
90.8) mg/dL (p <0.001), in the first (1) and second (2) measurement, respectively; Group 2:
IFGI-IFG2: 105.4 (104.4-1006.5)-108.1 (106.8-109.4) mg/dL (p =0.003); Group 3: DM1-DM2:
183.6 (165.2-201.9)-176.4 (152.7-200.2) mg/dL (p =0.308); Group 4: NGI-IFG2: 90.3 (89.4-
91.2)-105.9 (105.2-106.6) mg/dL (p <0.001) and Group 5: NG1-DM2: §89.6 (86.8-92.3)-144.1
(127.2-160.9) mg/dL (p <0.001). All groups, except the DM1-DM2, increased its serum glucose
concentration from baseline to 7 years later.

Estimation of Optimal Cutoff Value of Serum AGEs concentrations for Screening of IFG or DM

The optimal cutoff values of serum AGEs concentrations for screening of [FG or DM was
estimated by the ROC curves using the data from all NG and 1FG subjects (n = 1431, first and
second measurement together), and NG and DM subjects (n = 1125, first and second
measurement together): respectively. The Figure 1 shows the relationship between sensitivity and
specificity values at several cut points, which allowed the estimations of optimal cutoff value for
each condition. The optimal cutoff value for sereening of IFG was =400 pnU/ml. with an area
under the ROC curve of 0.69 and an Odds Ratio (OR) = 2.77; while the optimal cutoff value for
screening of DM was 2450 plU/mL with an area under the ROC curve of 0.82, and an OR = 6.83.
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The prevalence of IFG and DM in the studied population was 29% and 10% respectively. The
analytical ability of the method for sereening the patients with [FG or DM using the optimal
cutoff values of serum AGEs concentration is shown in Table 5.

Diagnostic Value of Serum AGEs Concentrations to Predict the Risk of Deterioration in
Glveemic Control

The relative risk ratio of change in the glycemic control status adjusted for age and sex was
estimated through a multinomial ]ogis;l'i:r regression model. using the optimal cutoff values, The
subjects who initially had serum AGEs concentrations =400 uU/mL., had almost twice the risk of
developing [FG seven years later (RRR|= 1.98 (1.26-3.11); p = 0.003). Likewise, those subjects
who initially had serum AGEs concentiations =450 ulU/ml. had approximately 11 times more
risk of developing DM seven years latef (RRR = 10.7 (3.75-30.52); p <0.001).




Discussion

This study demonstrated that measurements of AGEs in serum using our immunoassay 1s a
trustworthy strategy to monitor long-term glycemic control in order to establish adequate and
prompt treatment interventions aimed at decreasing the incidence of further chronic
complications in subjects at risk to develop glucose metabolic alterations. The results showed that
in the study population, the prevalence of IFG and DM was 29% and 10% respectively. which
agreed well with that reported in the Mexican National Health and Nutrition Survey 2012 (17). In
addition. this study confirmed the high incidence in the Mexican population of DM, with 69 new
cases, an increase of 164% in a lag-time of only 7 years.

In this study, we also attempted to establish the potential use of serum AGEs level as markers of
long-term glycemic control, as well as, their association with relevant elinical and metabolic
parameters. This study demonstrated that scrum AGEs were positively associated with various
variables such as; the biological age. serum glucose and serum uric acid and creatinine
concentrations, and negatively associated with the eGFR. AGEs formation increases with age,
particularly and most importantly in the presence of high glucose serum concentrations. [t is also
known and should be taken into consideration that glveation is a biological label to identify
molecules that have remained for a long time in the circulation. These products must be removed
as part of the cell turnover homeostasis of living organisms. In general, glycated products are
degraded by phagoceytes; the degradation fragments are then released into the blood stream and
finally exereted in the urine (18-20). The association observed in this study between AGEs and
uric acid concentrations is unclear, since no evidence exists on the role of uric acid in the process
of AGEs formation. However, the negative and significant associations in this study of AGEs and
uric acid with ¢GFR might suggest that kidney as one of variables common between AGEs and
uric acid concentrations,

We also evaluated the serum AGEs concentration in healthy subjects who did not develop 1FG or
DM along the study. This group was subdivided by decades of biological age and sex. The
finding that aging by itsell was a variable significantly associated to increasing serum AGEs
regardless the sex is of importance since it would be of help in establishing reference values in
Mexican subjects. Interestingly was the finding that only in the 40-49 year-old subgroup. men
showed a significant higher serum AGEs concentration compared to the group of age-matched
control women. This difference should be further studied, given the high prevalence of DM in
this group ol age in the general population, As stated above, data in the control group allowed us
to establish age-based reference values of serum AGEs concentrations that we believe will be
important in the process of evaluating treatment strategies on the bases of early interventions in
individuals at risk of developing glucose metabolic alterations.

The associations between serum AGEs concentrations with changes in serum glucose levels in
both the baseline and in the seven-year serum samples were analyzed. The results showed that in
NG control subjects, the serum AGEs concentrations in the two samples studied and thetr
changes were lower than in those from subjects that previously had or developed hyperglveemia.
The level of AGEs correlated with the degree of hyperglycemia, so the group considered as
having DM, showed the highest concentration of AGEs in serum. Interestingly, the subjects who
had normal glucose levels in the baseline sample and showed hyperglycemia in the sample taken
seven years later were those who showed the greatest increases in serum AGES concentrations
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with high risk of developing DM.
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Other interesting aspect observed in this study is the fact that despite the serum glucose
concentration was not increased, but rather decreased slightly in the second measurement in the
DM subjects, the serum AGEs concentrations increased very significantly. This confirms that
synthesis of AGEs and their harmful effects such as protein cross-linking, among others, may
continue even until long time after the serum glucose concentrations decrease or even return Lo
euglycemia, as it has been previously suggested (21.22).

As mentioned before, the main objective of this study was to establish the association of AGEs
generation with biological age and serum glucose concentration. This strategy allowed us to
propose that tumely identification of individuals at risk (AGEs 2430 nU/mL) may be of help to
decrease the development of DM and thus preventing tuture complications.

Finally, it is important to point out that the vast majority of studies on AGEs in DM and its
complications have focused in the establishment of associations between serum and/or tissue
AGESs and glycemia, including or not the presence of chronic complications. In this study, we
have not only developed a new and reliable methodology to measure AGEs but also this study
contributes in establishing the reference values in a sample of Mexican individuals, We believe
that due to the analytical validity of the immunoassay used and presented herein, it could be of
major utility in clinical practice and experimental studies.

Conclusions

The results obtained in this study could be of clinical help by setting up carly and cost effective
interventions aimed at controlling the prevalence of metabolic diseases and their chronic
complications,
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Fable 1.

Normoglveemic Control Group (n = 397)

Parameters First measurement Second measurement
(Bascline) (Seven vears later)
Clinical Indicators n Y 1
Women 336 846 116 4.6
Men 61 154 61 i54
Mean 953% 1 Mean 95% C1
Age (yvears) 42.6 41.4-43.8 49.7 48.5-50.8
Weight (Kg) 63.5 62.4-64.8 65.2 04.0-66.4
Height (cm) 157.7 156.9-158.5 1574 156.7-158.3
Waist Circumierenge (em) 87.0 85.8-85.2 90,4 89.3-91 .4
Body Mass Index (Kg/m") 25.5 25.1-259 26.2 25.8-26.7
Body Fat (%) 30.2 26.4-31.0 34.7 33.7-35.8
Body Surface Area (m°) 1.66 1.64-1.08 1.68 1.66-1.70
Systolic Blood Pressure (nun Hg) 115 L14-116 117 115-119
Diastolic Blood Pressure (mun Hg) 70 H9-71 72 T1-73
Merabolic Inidicators.
Glucose (mgrdL) ] R4-80 Q0 §9-9]
lnsubin (pIU/mL) 5.85 5.23-047 2% 6.10-8.39
HOMA-IR index L35 1.12-1.39 [.62 1.37-1.88
I'nglycendes (mg/dl) 136 127144 156 148-163
Cholesterol (mg/dlL) [92 I88-196 202 198-205
HDL-Cholesterol (mg/dL) 4] 39-41 57 4048
LDL-Cholesterol (mg/dL) 118 114-122 129 126-133
Uric Acad (mg/dL) 4.6 4447 4.9 4.7-5.0
Creatimme (mg/dlL) .69 0.68-0.70 0.72 0.70-0.73
¢GIFR (mL/min/1.73m°) 107 106-109 103 101-105

¢GFR., estimated glomerular filtration rate: AGEs, advanced glycation end products; HOMA,

homeostasis model assessment. The data are shown as mcan (93% CI).



Table 2.

Biological age All Men Women P
ranges (years) Mean (95% Cl): n - Mean (95% Cl):n Mean (95% Cl): n Between sexes
20-29 264 (222-306); 62 291 dinm-F‘.F{m;; f 261 (215-306); 56 (04320
30-34 288 (264-311); 183 325 42'11-%(”_ RE! 279 (235-305); 149 U Len
40-44 325 (305-346): 255 371 B27-416); 44 316 (292-339); 211 0.0400
50-59 375 (351-399); 173 339 jj:-’fv--a‘i‘rll..‘,ﬁ 381 (355-407); 148 (0, 1804
60-69 440 (412-468); 96 452 (370-534);:12 438 (408-469); 84 0.1635

70 502 (415-553); 25 298: 11 S10 (461-560); 24 -
All 342 (330)-354). 794 355 B28-382); 122 340 (327-333): 672 0.34K1

I'he data are shown as mean (95% CI).
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Tabla 3.

Biological age  Serum AGEs concentration

ranges (vears) ranges (nU/mlL)
20-29 221-263
30-39 268-310
4044 315-357
5()-39 362-404
Atl-Hy 409451
70-74 456-498
8()-89 503-545

Upper

240
345
401
457
513
S6HY

H25

Regression model to estimate the reference values by hiological age:

j} Coefficient value: 4.7, p Coef. 95% CI : 3.8-5.6, Intercept: 127

It MSE: 160, e 0.001

I'he data are shoswn as mean (93% CI)



Table 4.
First Second Difference between
measurement measurement measurements

Study proups Mean 95% C1 Mean 057 C'1 r Menn 95% C1
NGI-NG2 (n= 397) 246" 233-260 4387 424452 <1001 192" 179-2058
IFGL-IFG2 (n = 68) 342" 304-380 598" 519676 <(),001 256" 1R3-328
DMI1-DM2 (n=42) 471 418-524 912 639-1185 <0.001 441" 161-721
NGI-IFG2 (n=180) 308 285-33 563" S18-613 <0001 258" 214-302
NGI-DM2 (n= 1I8) -!51'" 352-551 1100° 615-1586 <{.01 49" 191-1107

NG 1-NG2: subjects who in both measuremen
measurements sulfered of impaired fasting o
were diabeties: NGI1-1FG2: subjects who w
impaired fasting glucose: NG1-DM2: subje
developed DM. The data are shown as meay
difference between groups, different superseri

< were normoglveemics; IFGI-1FG2: subjects who in both
lucose: DM I-DM2: subjects who in bath measurenents
ere initially normoglycemics and in
pts who were intially normoglycemics and in 7 years
(95% CI). Equal superscript lelters mean no significant
bt letters mean significant differences p <0.01.

7 wears developed
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Figure 1.

Estimation of optimal cutoff value

for sereening patients with impaired =4
fasting glucose =
(n= 1431 observations)
Cut point  Sensitivity  Specificity |
(ulU/mL) (%) ) :-': i
10 100.00 0.00 - a
- 50 98,34 2.77 > | S
= 100 97.39 8.32 S o=
- 200 93.11 22.77 e =
- 300 78.62 44.46 o 2
=400 02.23 02.67 =
= 450 5249 72.48 © Ew
= 500 38.05 80.89 S _ -
- 600 27.08 Y337 P >t :—I~—
= 700 17:34 100.00 sl AGEs(UimL)
- B 10.6Y 100,00 2 -~ Senutwity, - specificiy
=900 6.41 100.00 S0 0% 0.50 07 08
= 1000 4.28 100.00 : o 1 -Spea;]cit\/ )
= 1100 3.80 100.00 ’
- 1100 0.00 100.0 Area Under ROC curve = 0.6882
Estimation of optimal cutoff value [ o B -
for sereening patients with Diabetes ‘ ey
Vellitus
(n= 1125 observations) |
Cut point  Sensitivity  Specificity @ |
(nU/ml.) (") (V) =
=10 100.00 0.00 o | o
- 50 100.00 2.97 s, | 3
=100 100.00 8.32 a2 8-
> 200 100.00 20.77 &
> 300 92.17 44.46 2 E | \
> 400 78.26 62.67 o Z  El \
> 450 72.17 72.48 & ' L
= 500 59.13 §0.89 011 | ——
= (00 44.35 03137 100 450 80 11 Jl::;xe:Ll‘us.;r 2300 2550
= 700 31.30 100,00 S BT v s
> 800 22,61 100.00 2 e = =
=400 12.17 100.00 3 = ) i T
- 1000 9.57 100.00 , 1- SPEC’”C'W
~ 1100 370 100.00 Area under ROC curve = 0.8163
> 1100 0.00 100.00 -




I'able 5.

Outeome

| Imipaired Fasting glucose Diabetes Mellitns
Parameter | Value 5% Cl Value 953% C1
Ohbservations I n 1431 - 1125 -
Optimal Cutoff 400 ; 130 -
Prevalence Pr () 20.0 % 27.0-31.9 10 % 8.5-12.1
Sensitivity Pr(=/R) 622% 57.4-66.9 72.2'% 63.0-80.1
Specificity Pr(~/N) 62.7% 39 6-05.7 72.5% 69.6-73.2
Likelihood ratio (+) Pr(+/A)( Pr(+HN) 1.67 1.4G-1.86 2.62 225305
Likelthood ratio (-) Pr(~/A) / Pr(-/N) (1.603 (.528-0.687 {1,354 0.285-0.517
Odds ratio LR (+) /LR |- 2,77 2.19-3.50 683 4.45-10.5
Posinve predictive vilue PriAgt)  41.0% 37.2-449 23.0 % 18.7-27.7
Negative predictive value Pr{N{-) 79.9% 77.0-82.7 95.8 % 04.1-97.1

The data are shown as mean (95% CI),
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Resumen

Antecedente: Los productos finales de glicacion avanzada (AGEs) son un conjunto de
esftructuras quimicas formadas a partir de la reaccion de los grupos aminos de proteinas y los
grupos aldehidos de los azucares reductores. La formacion de AGEs es un proceso normal en
los seres vivos, que se incrementa con la edad de los sujelos y es por ello que es un marcador
de envejecimiento. Durante la Diabetes Mellitus la formacién de AGEs se incrementa e inducen
estres oxidativo, un estado proinflamatorio y vaso constriccién, entre otras afecciones como la
perdida de la capacidad selectiva de filtracion glomerular conduciendo a un mal funcionamiento
renal en estos pacientes. A pesar de la basta informacion cientifica disponible que demuestra el
papel nocivo de la formacion y acumulacion de AGEs en el paciente diabético, ain no se cuenta
con una variedad de metodos comerciales accesibles, que permitan medir la tasa de
acumulacion de AGEs en el paciente diabético.

Objetivo: Desarrollar y validar una metodologia analitica propia que nos permita medir
masivamente las concenlraciones séricas de AGEs para poder identificar cuales pacientes
tienen mayor riesgos de desarrollar complicaciones cronicas tales como la nefropatia diabética,
antes de que esta lenga manifestaciones clinicas.

Materiales y métodos: Se realizo la sintesis quimica de AGEs derivados de glucosa, mismos
que se emplearon para producir anticuerpos policlonales en conejos y desarrollar un
radioinmunoanalisis. Se estudiaron mas de 1451 sujetos de una cohorte basal y 10 anos
despueés y se realizd ademas un estudio de casos y controles con pacientes diabéticos con y sin
dafo renal cronico.

Resultados: Se establecio un valor de referencia para AGEs en poblacion sana abierta de 20 a
85 anos de edad y ademas se estimé valores esperados para la edad de los sujetos. Se
establecid una alta asociacion entre las concentraciones de AGEs y el estado de descontrol
glucémico, asi como una relacion inversa entre las concentraciones de AGEs y la tasa de
filtracion glomerular. Se encontré que los AGEs correlacionan con la misma magnitud vy
significancia con la creatinina sérica, que un marcador especifico de dafo renal cronica como la
PTH. Pero a diferencia de la PTH que se eleva una vez que el dafo renal esta establecido, los
AGEs se van formando y acumulando paulatinamente y se elevan anles de que el dafio renal
tenga manifestaciones clinicas. Se estimo la sensibilidad (82%) y la especificidad (93%) de la
medicion de AGEs para diagnosticar el dafio renal crénico (creatinina > 1.3 mg/dL); esta ligera
falta de concordancia entre ambos diagndsticos puede ser explicado por el hecho de que cada
paciente tiene un umbral distinto para soportar los dafos silenciosos que produce la
hiperglicemia antes de mostrar manifestaciones clinicas; ademas algunos de los sujetos con
dano renal habian sido dializado recientemente y no esta claro aun si la dialisis favorece de
algun modo la eliminacion parcial de AGEs. De cualquier forma, se observé que aquellos
pacientes con AGEs mayores a 1000 microU/mL, tienen 46 veces mas probabilidades de
desarrollar nefropatia diabética.

Conclusion: La metodologia desarrollada puede ser una Gtil herramienta para identificar
aquellos pacientes que con mayor probabilidad pudieran desarrollar nefropatia diabética.




Introduccion
La diabetes Mellitus se ha convertido ¢n un problema de salud publica a nivel mundial tanto por
el costo de los recursos que se requieren para su adecuada atencion, como por la limitada
disponibilidad de opciones que permitan reducir su impacto. Se estima que abran 552 millones
de pacientes con diabeles mellitus y 390 millones de personas con afectacion de la tolerancia a
la glucosa en el 2030'. La nefropatla constituye una de las complicaciones cronicas mas
importantes de la Diabetes Mellitus con repercusiones transcendentes en la calidad de vida de
los pacientes y en el pronostico glotlal de la enfermedad, se estima que la prevalencia de
nefropatia diabética es de 39-50%°. Se conoce ahora qué condiciones como la hiperglucemia
cronica y la hipertensién arterial, explican la patologia del dano estructural sobre las nefronas,
primeramente a nivel mesangial para|posteriormente tornarse en un dano mas difuso que se
hace progresivo y que a fravés de jos anos llega a manifestarse como insuficiencia renal
terminar, Los AGEs son estructuras fofmadas por la exposicion prolongada de proteinas, lipidos
y acidos nucleicos a un estado hiperglucémico crénico propio de la Diabetes Mellitus; lo que
conlleva a alteraciones estructurales y funcionales de estas moléculas® *. Por tal razon, en los
ultimos anos se ha comenzado a evaluar estrategias terapéuticas encaminadas a evitar su
formacion y/o a favorecer su eliminagion®, La produccion y la acumulacion de AGEs se han
identificado como uno de los mecanisthos determinantes en el desarrolio de las complicaciones
cronicas de la Diabetes Mellitus®™. Por lo que se postula, que la medicion de las
concentraciones circulantes de AGEs pudiera ser de utilidad para predecir la evolucion del dafo
renal en el paciente diabético™ 7. A pésar de ello, debido a complicaciones metodolégicas, ain
no se dispone de una variedad de metodos comerciales para medir de forma confiable las
concentraciones circulantes de AGEs. El diagnostico oportuno a traves de un tamizaje universal
es la mejor estrategia para detectar de manera preventiva el deterioro del estado metabdlico del
paciente diabético', y de esta mapera disminuir los gastos derivados de los costosos
tratamientos e intervenciones necesafias para hacer frente a las complicaciones crénicas de
estos pacientes'. Por todo lo anteridr, el presente trabajo tiene como objetivo desarrollar y
validar de un radioinmuncensayo para la cuantificacion de productos finales de glicacion

avanzada y evaluar la asociacion de
tecnologia desarrollada con el estado
el paciente diabético, para proponer e
el monitoreo del paciente diabético q
complicaciones cronicas tales como la

Materiales y métodos

Desarrollo v validacion analitica del rad

las concentraciones séricas de AGEs medidas por la
de control glucémico y la tasa de filtracion glomerular en
sia medicion como una herramienta complementaria para
e nos permita predecir el desarrollo y la progresion de
nefropatia diabética.

fioinmurioanalisis.

Sintesis del AGE-BSA

Se disolvio 45.5 g de D-(+)-glucosa aghidra (Sigma Aldrich) y 25 g de BSA (Sigma Aldrich) en

500 mL de PBS, pH 7.4. La disolucior
utilizando un sistema desechable de
incubo a 37°C por 14 semanas. Simul
el procedimiento anterior, pero sin la a
se realizo mediante la medicion de la

) se esterilizd por filtracién, en campana de flujo laminar,
filtracion con membrana de 0.22 pm (CORNING); y se
aneamente, fue preparado un control negativo siguiendo
licion de glucosa. El monitoreo de la formacion de AGEs
fluorescencia emitida. Para ello, cada semana se toma,

bajo condiciones de esterilidad, una alicuota de la muestra, se le realizoé una dilucion 1:50 con

buffer PBS, pH 7.4 y se leyd en fiU

orometro (Luminescense Spectrometer LS-50B; Perkin

Elmer) a 370 nm / 440 nm (longitud de excitacion / emision), con rejillas de 2.5 nm de apertura

(Figura 1). Transcurridas las 14 sema

has de incubacion, la solucion de AGE-BSA fue reducida

para estabilizar las bases de Schiff fojmadas y permitir la completa formacion de los productos




finales de glicacion avanzada. Para lo cual, se adiciond lentamente 10 mL de una solucion de
200 mg/mL de borohidruro de sodio a la solucion de AGE-BSA (= 500 mL), y se mantuvo en
agitacion durante 1 hora, a temperatura ambiente. Posteriormente, se dializo extensivamente
contra buffer fosfato de sodio 20 mM, pH 7.1 durante 3 dias con cambios sucesivos de buffer,
utilizando membranas de dialisis Spectra de 6-8 KDa. Finalmente, se tomo una alicuota del
AGE-BSA para cuantificar su concentracion de proteina mediante meétodo de Lowry, y se realizé
la evaluacion por fluorescencia.

Purificacion del AGE-BSA por Affi-Gel Blue

Para eliminar la albumina menos glicada de la mezcla de reaccion, se hizo empleo de la
tecnologia cromatografia de afinidad en Affi-Gel Blue. El Affi-Gel Blue es un gel de agarosa
reficulada, que tiene unido covalentemente el colorante Cibacron Blue F3GA, el cual tiene la
capacidad de unir especificamente a la albumina. Previo a la purificacion del AGE-BSA se
evaluo la capacidad de la matriz cromatografica para unir la BSA asi como el proceso de
elucion, Posteriormente, se llevé a cabo la purificacion del AGE-BSA (Figura 2).

Evaluacion del proceso de sinlesis y purificacion del AGE-BSA mediante la medicion de la
Actividad Especifica

Tanto al AGE-BSA y como a la BSA sin glical (control negativo), se les realizd un espectro de
fluorescencia para identificar una de las propiedades de los AGEs su capacidad de fluorescer y
verificar su formacion, utilizando un fluorometro (Luminescense Spectrometer LS-50B; Perkin
Elmer) a 370 nm / 440 nm (longitud de excitacion / emision), con rejillas de 2.5 nm de apertura
(Figura 3). Se realizo un analisis de los cambios estructurales ocurridos sobre la molécula de
BSA debido al proceso de glicacion y poder estimar la eficacia del procedimiento desarroliado.
Para ello se analizo primeramente la composicién aminoacidica, la estructura primaria y
tridimensional de la BSA nativa con ayuda del programa de compute PyMOL v0.99 (DelLano
Scientific LLC, CA, USA), pudiendose detectar los posibles sitios de glicacion en la molécula de
BSA (Figura 4) y posteriormente el andlisis de espectrometria de masa y de focalizacién
isoeléctrica, permitieron cuantificar no solo los cambios en el peso de la BSA por adicion de las
moléculas de glucosa, sino también los cambios en su carga eléctrica (Figura 5). Finalmentle, se
cuantificc por Lowry las concentraciones de proteina del control negativo, del AGE-BSA
sintelizado sin reducir (semana 14), del AGE-BSA reducido con horohidruro de sodio, y del
AGE-BSA reducido y purificado por Affi-Gel Blue (primer pico, Figura 2); y se ajustaron a una
concentracion de 1 mg/mL, utilizando fosfato 20 mM, pH: 7.1. A partir de cada muestra, se
realizaron 4 diluciones seriadas 1:2 para obtener las siguientes concentraciones de proteina:
1.0, 0.5, 0.25, 0.125 y 0.063 ma/mL. A cada dilucion se le midié la flucrescencia y finalmente se
determing la actividad especifica de cada muestra como el resultado de la pendiente al graficar
la concentracion de proteina de cada dilucién contra la fluorescencia emitida y se expreso en
Unidades Arbitrarias de Fluorescencia: UAF/(mg/mL) (Figura 6).

Marcaje del AGE-BSA con iodo 125

El AGE-BSA fue marcado con iodo 125 (1'%), por el método de cloramina T, para ser empleado
como frazador radioactivo en la técnica de RIA. Para ello 10 pg de AGE-BSA disueltos en 25 pl
de PBS se mezclaron con 10 pL (1mCu) de Nal'®, y 15 uL de Cloramina T (5 mg/mL), se
incubé con agitacion por 1 min a TA y posteriormente se detuvo la reaccion por adiciéon de 50
pL de mela-bisulfito de sodio (15 mg/mL). Toda la mezcla de reaccién fue purificada en
Sephadex G-100 para separar el AGE-BSA marcado del exceso de ',



Produccion de anticuerpos anti-AGE

Tres conejos machos de la raza Nueva Zelanda de 3-4 kg de peso, fueron inmunizados segun
un esquema de hiperinmunizacion propngada, que consistio en una inmunizacion inicial con 1
mL de AGE-BSA disuelto en Adyuvante Completo de Freund (Sigma Aldrich) a una
concentracion de 1 mg/mL. Transcurridos 15 dias, se les administré un segundo estimulo con 1
mL de AGE-BSA disuello en Adyuvdnte Incompleto de Freund (Sigma Aldrich) a la misma
concentracion. Posteriormente, los anjmales fueron inmunizados una vez al mes, durante 3
meses, con 1 mL de AGE-BSA en adyfivante incompleto de Freund a una concentracion de 0.5

ma/mL. Después de cada inmunizacid
puncion en la vena marginal de la orej
ingculado. Finalmente, mediante el s
radioinmunoanalisis (Figura 7), se d

. se recolectaron 3 mL de sangre de cada conejo, por
, para seguir su respuesta inmune contra el inmundégeno
uimiento de la respuesta inmune de los animales por
idi6 sangrar a los conejos 120 dias posteriores a la

primera inmunizacion. La sangre obtdnida de cada animal fue centrifugada para separar el
suero, y a esté se le adiciono por cadal 10 mL, 1 tableta de inhibidores de proteasas (Complete
mini; Roche) disuelta en 1.5 mL de buffer PBS, pH 7.4. El suero hiperinmune asi obtenido, se

conservo en congelacion a 4°C hasta e

momento de ser utilizado.

Purificacion de los anticuerpos pcoliclonales anti-AGEs mediante la matniz de Affi-Gel 102 —

AGE- BSA

Se tomaron 100 mL del suero hiperinrgtjne anti-AGEs, se diluyé con 200 mL de buffer Tris 100

mM, NaCl 100 mM, pH: 74 y se le

incubando a 4°C durante 12 horas. La
4°C y el sobrenadante resultante se
filtracion desechable con membrana de
libre de anticuerpos anti-BSA y se aplic
— AGE-BSA, a un flujo de 35 mL/h. Se

100 mM, pH: 7,4 para arrastrar todas
mediante interacciones débiles no
Posteriormente se paso 200 mL de

anlicuerpos cuyas interacciones con la
fracciones de 3.5 mL. Posteriormente,
1M, pH: 11 para eluir los anticuerpos

iciono 1.5 gramos de BSA (Sigma Aldrich), y se dejo
mezcla se centrifugd durante 30 minutos a 3000 rpm a
recupera y filtrd por vacio, utilizando una unidad de
0.2 pm (CORNING). Los 300 mL del suero hiperinmune
Hron a la columna cromatogréfica con matriz Affi-Gel 102
avo la columna con 200 mL de buffer Tris 100 mM, NaCl
b las proteinas no unidas a la matriz y aquellas unidas

especificas; dicho volumen no fue fraccionado.
buffer glicina 100 mM, NaCl 1M, pH: 3, para eluir los
matriz son sensibles al pH acido (pico 2), recolectandose
se paso 200 mL de buffer trietanolamina 100 mM, NaCl
cuyas inleracciones con la matriz son sensibles al pH

basico (pico 3). Finalmente se lavo la columna con 120 mL de 100 mM, NaCl 100 mM, pH: 7.4,
para restablecer las condiciones de pH y fuerza i6nica iniciales. Con las fracciones colectadas
se obtuvieron dos cromatogramas (Fig{a 8); el primero por reaccién con el reactivo de Bradford

(medicion de proteina), y el segundo
anticuerpos por radioinmunoanalisis (m

través de la medicion de la capacidad de union de los
dicion de la actividad inmunologica).

Se mezclaron las fracciones correspbndientes a los picos 2 y 3, y se concentraron los
anticuerpos con el empleo de unidades de filtracion por centrifugacion con membrana de

celulosa de 10 kDa (Amicon Ultra; M
fueron dializados extensivamente cont
cuantifico la concentracion de proteina
y los anticuerpos fueron titulados por R

prck Millipore). Una vez concentrados, los anticuerpos
a buffer de fosfatos 20 mM, pH 7.1. Finalmente se les
mediante técnica de Lowry (Figura 8, tabla parte inferir),
A v verificada su especificidad inmunolégica.

Evaluacion de la especificidad de recanocimiento de los anticuerpos anti-AGES producidos y

purificados

Se evalud la especificidad del recondcimiento de los anticuerpos especificos producidos vy

purificados a través de la medicion por

RIA del reconocimiento de estos de la BSA nativa y del




AGE-BSA marcados con I'®, en dos matrices proteicas BSA y gelatina (Figura 9 parte
superior). Una vez comprobada su especificidad de reconocimiento, se realizo la titulacion
precisa de los anticuerpos policlonales anli-AGEs, pudiéndose eslablecer la dilucion de trabajo
de los mismos (Figura 9 parte inferior).

Normalizacion del RIA de AGEs

Se normalizé un RIA en fase liquida con precipitacion por segundo anticuerpo y se establecio el
rango lineal del ensayo. Para ello 100 pL de estandar, muestras o controles fueron mezclados
con 100 pL del anticuerpo purificado y diluido 1/7000 en PBS-BSA 1% y 100 pL del trazador
AGE-BSA-1125 con una actividad de 12000 CPM; mezclaron en vortex y se incubaron durante
toda la noche a 4°C. Al otro dia se les adiciono 200 ul del reaclivo de precipitacion, mezclados
e incubados 30 min a temperalura ambiente. Posteriormente los tubos fueron centrifugados a
3000 rpm a 4°C durante 30 min., Una vez centrifugados, los tubos fueron decantados para
eliminar la fraccion no unida y el precipitado (fraccidon unida) fue contado en un contador de
radiaciones gamma a cuentas por minuto (CPM). Con la relacion dosis-respuesta se pudo
establecer el rango lineal del ensayo (Figura 10). Una vez normalizado el ensayo se verifico la
capacidad de este de reconocer las estructuras AGEs formadas sobre olras proteinas distintas
a la BSA empleada para la preparacion de AGEs, asi como de olras estructuras relacionadas
con la formacion de los AGEs como la hemoglobina glicosilada (Figura 11).

Evaluacion de posibles interferencias analiticas

Finalmente, una vez normalizado el ensayo y verificado su especificidad de reconocimiento, se
llevé a cabo el analisis de posibles interferencias analiticas propias de la matriz sérica en la
determinacion de AGEs por nuestro RIA. Se verificd la influencia del colesterol, los triglicéridos,
la bilirrubina y la hemoglobina. Para ello se emplearon muestras séricas de sujelos con altas
concentraciones de estos analitos a las que se les adiciono cantidades conocidas del AGE-BSA
preparado y se evalud la recuperacion del valor esperado del AGE adicionado una vez medido
por el RIA.

Validacion clinica de la medicoon por radioinmunoandalisis de las concentraciones séricas de
AGEs para predecir el estado de control glucémico y el estado de la funcion renal en el paciente
diabético.

Sujetos
Para la realizacion de este estudio se emplearon dos grupos de pacientes:

a) Una sub-muestra de una cohorte de trabajadores del Seguro Social del Estado de
Morelos, conformada finalmente por 1,451 sujetos, de los cuales se logrd obtener toda la
informacion clinica y muestras de suero para evaluar los parametros metabdlicos de
intereés en la etapa inicial y 10 anos después, y que fueron divididas inicialmente en tres
calegorias: 1000 normoglucémicos, 325 insulino resistentes y 126 diabéticos. Mismos
que fueron seleccionados teniendo en cuenta que tuvieran edades, sexos Yy
caracteristicas antropomeétricas similares entre grupos.

b) Un grupo de pacientes que acudieron a los servicios de Endocrinologia y Nefrologia del
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran”, de los cuales 148
padecian nefropatia diabética cronica (creatinina sérica > 1.3 mg/dL), 100 eran
diabéticos sin nefropatia cronica (creatinina sérica <1.3 mg/dL) y un grupo de 147
sujetos no diabéticos controles, sin dafo renal, con edades, sexos y caracteristicas
antropométricas similares a los de los grupos diabéticos.



Para la realizacion del estudio se d
Investigacion en Humanos del Instituf
Zubiran” y todo lo relacionado a la
siguiendo lo establecido en la Declara

pnté con la aprobacion del Comité de Etica para la
0 Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador
joma y el procesamiento de las muestras, se realizo
on de Helsinki de 1964“. Por ello todos los participantes

firmaron una carta de consentimiento informado.
Metodos analiticos

A cada participante se le realizaron examenes de laboratorio, un estudio antropometrico y una
encuesta desarrollada en el Instituto |[Nacional de Salud Publica de Meéxico, validada para
evaluar habitos alimenticios, padecimiento de enfermedades cronicas, nivel de apego a los
tratamientos, entre otros aspectos de nterés medico. Las mediciones antropomeétricas fueron
realizadas por personal capacitado parh estos fines, utilizando estadimetros marca SECA 206 y
basculas SECA 872 (Seca, Hamburg, Alemania) previamente calibradas. La presion arterial fue
medida utilizando un equipo de la marta OMRON HEM-7200 (Omron Caorporation, Matsusaka,
Japan). Se midieron las concentraciongs séricas de glucosa, creatinina, acido urico, colesterol
total, HDL-Colesterol, LDL-Colesterol ly triglicéridos, por métodos enzimaticos colorimétricos
utilizando reactivos de la marca Pointd (Pointe Scientific Inc., Missouri, USA) y un analizador
bioquimico automatizado marca Mintray BS-200 (Mindray Medical International Limited,
Shenzhen, China). La hemoglobina glitosilada (HbA1c), se determiné por HPLC utilizando un

equipo VARIAT II, Hemoglobin Testing

System de BIORAD. La hormona paratiroidea (PTH) se

midid por un método de quimicluminis¢encia utilizando un equipo Immunolate 2000 (Siemens,

Texas, USA). La insulina y los AGE

5 se midieron por radicinmunoanalisis en fase liquida

desarrollados por nuestro grupo de tEbaio; para ello se utilizé un contador de radiaciones

gamma marca Cobra |l (Packard Inst
resistencia a la insulina fue estimado
segun HOMA = [Insulina en ayuna (pd

> 2.5 representa resistencia a la insulin

ment Company, Inc., Conneclicut, USA). El indice de
a través del Homeostatic model assessment (HOMA),
I/mL) x Glucosa en ayuno (mmol/L)}/22.5; donde HOMA
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Se calculo la tasa de filtracion glomerular estimada segun el método propuesto por Levey ef al,
en 20097, ajustada por la superficie |corporal segun la formula propuesta por Mosteller en

1985%. Esta férmula tiene en cuenta
séricas de creatinina.

| sexo, la edad de los sujetos y sus concentraciones

Tasa de Filtrado Glomerular en Mujereg:

Creatinina > 62 pmol/L(> 0.7 mg/dL): TFG=144 x (creatinina/0.7) "“™ x (0.993)™*

Creatinina < 82 pmol/L(< 0.7 mg/dL): T]G:mzt x (creatinina/0.7)%** x (0.993)**

Tasa de Fillrado Glomerular en Hombrés:

Creatinina < 80 pmol/L (s 0.9 mg/dL):
Creatinina > 80 pmal/L (> 0.9 mg/dL):

Area de Superficie Corporal:
Se obtuvo el area de superficie corpor.

ASC = (/peso +talla /3600

A partir del calculo de esta medicion
1.73m°

G = 141 x (creatinina/0.9)°*'' x (0.993)™"
G = 141 x (creatinina/0.9) ™™ x (0.993)**

(ASC) de cada individuo a partir de la férmula:

se obtuvo la TFG ajustada por superficie corporal de




Establecimiento del valor de referencia para la concentracion sérica de AGEs derivados de
glucosa en sujetos sanos

Para establecer el valor de referencia de AGEs, se utilizaron los individuos sanos de la cohorte
de lrabajadores del seguro social, todos aquellos que eran normo-gluceémicos y sin resistencia a
la insulina, que no padecieran de cancer, arlritis reumaloide, artritis crénica degenerativa,
sindrome metabdlico, enfermedades endocrinologicas, hipertension arterial, o disminucion en la
tasa de filtracion renal. Para ello, se seleccionaron los individuos que estaban sanos tanto en la
primera como en la segunda medicion y se evaluaron las concenfraciones circulantes de AGEs.
Dado que las concentraciones circulantes de AGEs no tienen una distribucién normal, estos
fueron transformados con varios ajustes matematicos. Una vez definido la transformacion gue
mejor ajustaba los datos a una distribucion normal, se procedio a la eliminacion de valores los
valores atipicos, segun la metodologia propuesta por Seolberg HE y Lahti A en 2005, Una vez
depurado los datos atipicos, se establecieron el rango de referencia de los valores contenidos
entre el percentil 2.5 y el percentil 97.5, seguin lo propuesto por Friedrichs K y col en 20127,

Evaluacion de las concentraciones de AGES en relacion con la edad

Para evaluar el incremento de l|as concentraciones de AGEs asociado al proceso de
envejecimiento naltural, se utilizaron las muestras de los mismos individuos sanos descritos
anteriormente y se correlacionaron sus concentraciones de AGEs con sus correspondientes
edades. Con la ecuacion regresion se establecid la tabla de valores esperados de las
concentraciones circulantes de AGEs por edades en poblacion sana.

Evaluacion de la relacion entre el control glucémico y las concentraciones circulantes de AGEs
en los sujetos de la cohorte a lo largo de los 10 anos del estudio

Se analizo el eslado metabdlico de los sujelos de la cohorte y se clasificaran en tres grupos:
normoglucémicos, insulino resistentes y diabéticos y se verifico el cambio en el estado
metabolico de cada uno de ellos 10 anos después; pudiéndose establecer los cambios en la
prevalencia de cada una de las condiciones melabdlicas al inicio y al final del estudio. Para
evaluar la dinamica de formacion y acumulacion de AGEs en diferentes condiciones
metabolicas: normoglucémicos, insulino resistentes y diabéticos; se utilizaron las muestras de la
cohorte a las que se les midieron las concentraciones de AGEs inicialmente y 10 afos después.
Se utilizaron las muestras de pacientes que a la fecha de ambas mediciones se encontraban en
la misma categorfa o condicion metabélica. Para evaluar la capacidad de nuestro métedo 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 medicién de la cohorte,
mismas que fueron subdivididas en 5 categorias, en funcion de sus estados de control
glucémico y su condicion clinica:

a) Normoglicémicos eantroles (grupo NG: glicemia < 100 mg/dL; insulinemia < 15.6 puUl/mL:
HOMA < 2.5)

b) Normoglicémicos con hiperinsulinemia compensatoria (grupos NG IR: resistentes a la
insulina, con glicemia normal: glicemia < 100 mg/dL; insulinemia > 15.8 pUl/mL. HOMA
>2.5)

¢) Diabeticos estrictamente bien controlados (grupos DM BC: Glicemia < 100 mg/dL)

d) Pacientes no diabéticos con deterioro de la tolerancia a la glucosa (grupos DTG:
glicemia: 100-125 mg/dL)

e) Diabéeticos moderadamente controlados (grupos DM MC: glicemia: 100-125 mg/dL)

f) Diabeticos descontrolados (grupo DB NC: glicemia = 126 mg/dL)



Evaluacion de las caracteristicas de la

funcion renal de los sujetos de la cohorfe

Se analizo el estado de la funcion rerjal de los sujetos de la cohorte y se clasificaron en las 5

categorias de estadios de dano renal

segun las guias K/DOQI del 2002*: 1) Dafio renal con

una tasa de filiracién glomerular (TFG) normal o incrementada (= 90 mL/min/1.73m?); 2) Dafo
renal con una TFG ligeramente disminuida (60-89 mL/min/1.73m?); 3)TFG moderadamente

disminuida (30-59 mL/min/1.73m?); 4)
Falla renal (<15 mL/min/1.73m?). Se v

TFG gravemente disminuida (15-29 mL/min/1.73m?); 5)
crificod el cambio en la funcion renal de cada uno de ellos

10 anos después; pudiendose establécer los cambios en la prevalencia de cada una de las

categorias de la funcion renal, al inicio

Evaluacion de las concentraciones de
tasa de filtracion glomerular.

Para establecer una primera interrelac
las concentraciones séricas de AGEs

y al final del estudio.

AGEs y parametros de control glucémico en relacion a su

on entre los principales parametros de control glucémico,
y el estado de la funcion renal, se emplearon los datos

totales de la primera y segunda medig¢ion, un total de 2,902 mediciones. Los individuos fueron

clasificados y agrupados segln su md
toma de |la muestra, en un grupo que
TFG normal (90-120 mL/min/1.73 m°)
(<90 mL/min/1.73 m?) y se compararg

gnitud de tasa de filtracion glomerular al momento de la
iperfiltraba (TFG >120 mL/min/1.73 m?), en un grupo con
y un grupo de individuos cen una reduccion de la TFG
n entre los grupos sus principales parametros de control
evaluar la asociacion entre los

principales parametros de control gli¢émico y las concentraciones séricas de AGEs con el
estado de la funcion renal, se realizo un analisis de correlacion entre la giucemia, la insulinemia,
el indice de resistencia a la insulina, Ips concentraciones séricas de AGEs y la creatinemia en
los tres grupos de sujetos divididos &n funcién de su tasa de fillraciéon glomerular como se
describio anteriormente.

glucémico y las concentraciones séicas de AGEs. Para

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

Evaluacion de las concentraciones girculanles de AGES, de hemoglobina glicosilada y de
parametros de conltrol glucémico en|pacientes con Diabetes Mellitus sin y con danoc renal
cronico.

Para evaluar las concentraciones circulantes de AGEs durante la nefropatia diabética crénica,
se estudio una muestra de pacientes diabéticos que acudian a los servicios de Endocrinologia y
Nefrologia del Instituto Nacional de Giencias Médicas y Nutricion "Salvador Zubiran" y como
grupo control empleamos sujetos norrhoglicemicos de edades y sexos similares. Los pacienles
diabéticos se dividieron en dos subgrupos: a) pacientes diabéticos sin dano renal cronico
(creatinina 1.3 mg/dL) y b: pacienies diabéticos con dano renal cronico (creatinina >1.3
mg/dL). Se evalud ademas la conceniracion de hemoglobina glicosilada (HbA1c) y parametros

de control glucémicos tales como la
insulina (HOMA), para compararlas ¢
pacientes, se evaluo la asociacid
concentraciones séricas de AGES y |
PTH, con la funcion renal, a traves de
creatinemia con el fin de verificar cual
de la funcién renal durante la Diabeteg

glucemia, la insulinemia y el indice de resistencia a la
.on las concentraciones circulantes de AGEs. En estos
n entre los parametros de control glucémico, las
in marcador especifico de la nefropatia cronica como la
un analisis de correlacion entre estos parametros con la
marcador bioguimico se relacionaba mejor con el estado
Mellitus.



Evaluacion de la sensibilidad y especificidad de la medicion de las concentraciones circulantes
de AGEs para predecir el dano renal cronico en el paciente diabético

La sensibilidad y especificidad de la medicion de las concentraciones circulantes de AGEs para
predecir el dano renal cronico, se evalud a través de la curva ROC. Ademas, se estimo la
concentracion sérica de AGEs que permitia obtener la mejor combinacion de especificidad vy
sensibilidad y que fue finalmente ulilizada para estimar la probabilidad de padecer dano renal
cronico a traves de un analisis de regresion logistica.

Analisis Estadislico
Todos los analisis estadisticos y las graficas se realizaron con ayuda del programa STATA 13.

Resultados y Discusiones

Se logro desarrollar una melodologia exitosa para la preparacion, purificacion y evaluacion de
AGEs derivados de glucosa, que no solo fue ulil para producir anticuerpos especificos, sino
tambien como se vera en el apartado de validacion clinica, los AGEs preparados “in vitro", son
equivalentes a los formados “in vivo" en los pacientes diabéticos. Producto de la incubacion de
glucosa con BSA se formaron AGEs coloreados y fluorescentes (Figura 1).
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Figura 1. Cinética de formacion de AGE-BSA dgrivado de glucosa durante las 14 semanas de incubacion. Se
observa que alrededor de la semana 13 se al¢anza la maxima fluorescencia (UAF: unidades arbitrarias de
fluorescencia) que refleja la maxima formacion fie AGEs relacionados estructuraimente con el imidazol, bajos
las condiciones empleadas. Esto va aparejado pon €l incremento en la intensidad del color amarillo formado
caracteristico de la pirralina, el principal AGE forrhado por la incubacion de glucosa con proteinas.

Para aumentiar la actividad especifica dle los AGEs sintetizados, estos fueron purificados en
Affigel-Blue para eliminar las moléculaj de BSA menos glicadas y lograr una mejor respuesta
inmunologica contra las estructuras AGEs formadas (Figura 2).
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Figura 2. Purificacion por cromatografia de afinidad en affigel-Blue para eliminar las moléculas de
albdmina menos glicadas que corresponden a los picos 2 v 3. El pico 1 corresponde a la BSA altamente
glicada gue pierde su afinidad natural por el colorante unido a la matriz cromatografica. La linea azul
refleja la presencia de proteina medido por Bradford y la roja la fluorescencia emitida por dicha proteina.
Debe considerarse la diferencia en las escalas de los parametros medidos. Se puede camprobar que casi
toda la proteina adicionada a la columna fue recuperada en los tres picos analizados.

El analisis del especltro de fluorescencia mostro que los AGEs sintetizados tenian un maximo de
emision a 440 cuando eran excitados a 370 nm, no asi la albumina bovina sin glical. Esto
confirma la formacion de AGEs siguiendo el procedimiento antes descrito.
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Figura 3. Espectro de fluorescencia de |d BSA glicada (AGE-BSA) y comparacion con el de la BSA no
glicada. Se puede observar que el AGE-BSA fluoresce a 370/440nm, mienlras que la BSA nativa no lo
hace. Esto denota la formacian de estructuras AGEs que se han formadoe sobre la molécula de BSA. El
primer pico no es en si fiuorescencia, sind que es la propla luz de excitacion (370 nm) que es detectada
por el equipo cuando lee a esa longitud dejonda durante el analisis expectrar.

Al realizar un analisis de la compogicion de aminoacidos y de |la estructura tridimensional
utilizando el programa de modelaje del estructura, se pudo definir que la molécula de BSA tenia
un maximo de 52 sitios de posible glicacion.




Posicion de los aminoacides en la estructura tridimencional

|_ Aminodcidos

Totalmente Expuestos

Partialmente Expuestos

No expuestos

Lisina 4,12,20,4151,6476, 159,413 431 533. 93,106,114 131,
‘ 116,127 132,136,180, 204 221 232 239,
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.
Arginina 194,196, 198. 143,185 409 412, 444, 10,8198 144,208,
217 256,335,336,
347 427 458 A83,
. | 484,
| Total | 43 9 27

Figura 4. Analisis realizado con la secuencia de la BSA reportada en el GenBank con numero CAA7E847
(gi:3336842) y el programa: PyMOL v0.99 (DeLano Scientific LLC, CA, USA). Los aminoacidos
localizados en dreas de depresiones son considerados parcialmente expuestos, E! namero de
aminoacidos potencialmente glicables fueron 52 de los 79 presentes en la estructura primaria de la BSA,

Los incrementos en masa observados por espectrometria de masa (MALDI-TOF) sugieren que
en promedio se logran glical 48 de los 52 posibles sitios presentes en la estructura de la BSA.
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Figura 5. Analisis de masa y carga neta pbr especlrometria de masa y por isoelectroenfoque de la BSA
no glicada y del AGE-BSA. Se observa én incremento de 7,805 Da que representa la adicion de 48
moleculas de glucosa por molécula de B3A. Considerando que el peso molecular de la glucosa es de

180.2 Da y que durante cada reaccidén de ]macmri se libera una molécula de agua (18 Da).



Asi mismo los cambios en el punto isoeléctrico de la BSA demuestran los cambios significativos
en sus propiedades quimicas que en la circulacion conducen a la perdida de sus funciones
biologicas y favorecen su deposicion en la matriz extracelular de los tejidos y 6rganos. Este tipo
de modificacion 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 filtracion
selectiva del glomérulo.

A traves del analisis de la actividad especifica (relacion fluorescencia/concentracion de
proteina) se pudo comprobar que todos y cada uno de los procedimientos realizados
contribuyeron a incrementar la calidad de los AGEs sintetizados “in vitro” (Figura 6), condicion
que contribuyo de forma significativa al éxito en la producciéon de anticuerpos especificos.
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Figura 6. Incremento de la actividad especifica (AE) del AGE-BSA a lo Largo del proceso de sintesis y
purificacion. Se puede observar que con cada procedimiento empleado se logra incrementar la actividad
especifica del AGE sintetizado.

Se logro exitosamente la produccion de anticuerpos policlonales como se muestra en la figura
7. En general después de 5 inmunizaciones los animales ya alcanzaron su maxima capacidad
de respuesta inmune contra AGE, por lo que se decidio sangrarlos a blanco a fin de recuperar
la maxima cantidad de antisuero posible.
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Figura 7. Seguimienlo de la respuesta infmune de los animales mediante titulacion por RIA. Se puede
observar que a los 105 dias posteriores allinicio del esquema de Inmunizacion los animales alcanzan sus
maximos litulos de anticuerpos. Se puede pbservar que los 3 animales respondieron adecuadamente.

A los antisueros obtenidos primeramerijte se les eliminaron los anticuerpos anti-BSA nativa, la
proteina que se ulilizé como matriz para la sintesis de AGEs por incubacion con cantidades
saturantes de BSA y posteriormente los anticuerpos anli-AGEs fueron recuperados
exitosamente a lravés de una cromatografia de inmunoafinidad (Figura 8).
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Figura 8. Purificacion de los anticuerpos anti-AGEs por cromatografia de inmunoafinidad. Se muestran
los picos 2 donde eluyen los anlicuerpos cuya interacciones con el AGE unido a la matriz es sensible al
pH acido y el pico 3 donde eluyen los anticuerpos cuyas interacciones son sensibles al pH basico. La
linea azul es la presencia de proteina deteclada por reaccion con el reactivo de Bradford. La linea roja
corresponde a la actividad inmunclégica de reconocimiento del AGE-BSA marcado con |, lo que
reaflirma la especificidad de los anticuerpos producidos y purificados. La tabla mostrada brinda
informacidn sobre la eficiencia del proceso de produccidn y purificacién de los anticuerpes.

Producto de este procedimiento se lograron recuperar 21.6 mg de anlicuerpos especificos anti-
AGE a partir de 100 mL de suero hiperinmune provenientes de los conejo inmunizados.

La eficiencia del proceso de purificacion y la especificidad de los anticuerpos purificados fueron
comprobadas a través del estudio de reactividad con BSA nativa y AGE-BSA ambas marcadas
con 1", De este analisis se pudo comprobar la eficacia del procedimiento para eliminar los
anticuerpos anti-BSA naliva que se producen duranie el proceso al ser utilizada la BSA como
matriz proteica para la sintesis de los AGEs (Figura 9 superior).
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Figura 9. Especificidad de reconocimientol de los anticuerpos anti-AGEs purificades. Se puede observar
que los anticuerpos solo reconocen a la B$A glicada, es decir a las estructuras AGEs formadas v no a la
BSA nativa, independientemente de la malriz empleada: gelatina o BSA, (parte superior). En la parte
inferior de la figura se puede observar llos resultados de la titulacién por RIA de los anticuerpos
purificados. siendo que una dilucion de 1/F000 es capaz de unir cerca del 35% del AGE-BSA marcado
con I'*,
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En la figura 9 inferior, se muestra la titulacion de los anticuerpos especificos anti-AGEs,
encontrandose que la dilucion de trabajo en RIA para los anticuerpos purificados era de 1/7000.

Con este titulo se normalizé el ensayo que tuvo un rango dinamico de 0 a 19200 pU/mL del
estandar de AGE-BSA preparado y caracterizado por fluorescencia. Con un limite de deteccion
de 20 pU/mL. Este rango dinamice de analisis permitio medir AGEs en sujelos sanos y con
Diabetes Mellitus descontrolada (Figura 10).
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Figura 10. Se muesira la curva estandar del RIA de AGEs. El cuadro chico muestra la transformacion
Logit vs Log de la relacion dosis-respuesta de la determinacion de AGEs. El ensayo tiene una curva
estandar que va desde: 300 - 19200 pU/mL, que en concentracion masica del estandar es de 0.67-
64 ng/mL de BSA glicada (AGE-BSA) con un limite de deteccion de 20 pU/mL.



La capacidad de deteccion de AGEs fprmados sobre otras proteinas se evalud y se comprobd
que los anticuerpos producidos vy puriicadcls lienen la capacidad de reconocer las estructuras

AGEs independientemente de la prot
especifico para la deteccion de AGEs,

ina sobre la cual se produzcan. Ademas es altamente
pues no cruza con la hemoglobina glicosilada que no es

un AGE sino un producto de Amadori (una estructura intermedio en el proceso de formacion de

los AGEs) (Figura 11).

4500
4000
3500
8 3000 -
2
c
= 2500
=
& 2000
1500
—e8— AGE-BSA (19.2 mUAF/mL)
—o— AGE-HSA (163 UAF/mL)
1000 7 | —4— AGE-RNAsa (98 UAF/mL)
—a— Hb A1 (10%)
500 - . . - - ™

0 1/64 1/32 TI 1/8 114 1i2 11
Diluciones del analito evaluado

Figura 11. Se muestra que los anficuerpos

producidoes y purificados son capaces de reaccionar con olras

preparaciones de AGEs. Eslo se puede vefificar por la capacidad de estas olras preparaciones de AGEs,

ulilizando olras matrices proteicas, para int
que la hemoglobina glicosilada, que no es
de Amadori, un intermediario inicial de la
anticuerpo a su ligando especifico, el AGE-

Cuando se analizo las posibles interfer
del suero humano, por el método de
interferencias significativas con hemoj
colesterol hasta 860 mg/dL, y triglicéri
confiabilidad del método analitico desa

ibir la union al AGE-BSA marcado con |'“", Se puede observar
Ln producto final de glicacion avanzada, sino solo un producto
formacion de los AGEs, no es capaz de inhibir la union del
BSA.

encias del inmunoensayo desarrollado con componentes
recuperacion de la dosis anadida, no se observaron
hlobina hasta 1.85 g/dL, bilirrubinas hasta 255 mg/dL,
Hos hasta 2 664 mg/dL; lo que demuestra la robustez y
rollado en nuestro laboratorio.




Una vez concluida la validacién analitica del método, nos dimos a la tarea de realizar la
validacion clinica del meétodo para evaluar su eficacia para delectar AGEs formados
endogenamente en los humanos y eslablecer su asociacion con el grado de control glicemico y
con la funcion renal en pacientes diabeticos.

Para este proposito lo primero que hicimos fue establecer el valor de referencia para la
cancenlracion circulante de AGEs, ulilizando los datos de la cohorte, tanto de la primera y como
de la segunda medicion realizada 10 anos después; esto para incluir el efecto del
envejecimiento y tener una muestra mas representativa. Inicialmente, se seleccionaron los
1,929 valores de AGEs pertenecientes a las personas que en el momento de la toma de
muestra eran normoglicemicos. Posteriormente se eliminaron algunos datos de individuos que
lenian anlecedentes de resistencia a la insulina, sindrome metabdlico, hipertension arterial,
enfermedades endocrinolégicas, céncer, arlritis reumatoide, o alteraciones en la tasa de
filtracion glomerular. Finalmente, debido a que las concentraciones de AGEs no tienen una
distribucién normal, estas fueron transformadas por diferentes ajustes matematicos. Como se
puede observar en la figura 12, la mejor transformacion fue el logaritmo del valor de AGEs.
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Figura 12. Normalizacion de las concentraciones circulantes de AGEs en sujetos controles
normoglicemicos supuestamente sanos.

Finalmente, con esle analisis se pudo eliminar algunos otros valores que se salian de la
distribucion normal (valores atipicos); quedando finalmente un total de 1,013 mediciones de
individuos normoglucemicos supuestamente sanos.



La tabla 1 muestra las caracteristicas!

antropométricas y metabodlicas mas importantes de los

sujetos normoglucémicos supuestamenle sanos seleccionados para estimar el valor de
referencia de las concentraciones sericas de AGEs.

Parametros

Sujetos Controles
Supuestamente
Sanos (n=1.013)

Indicadores Clinicos
Edad (afios)
Mujeres n (%
Hombres n (%)

Peso (Kg)

Talla (cm)
Circunferencia de cin

43.3 (42.6-44.06)
825 (B1.4)
188 (18.8)
60.6 (60.1-61.2)
157.4 (157.0-157.9)
ura (cm) 84.8 (84.2-85.4)

Indice de Masa Corp
Grasa corporal (%)

ral (Kg/m®) 24.4 (24.2-24.6)
29.5 (29.0-30.1)

Area de superficie cofporal (m“) 1.62 (1.61-1.63)
Presion arterial sistolica (mm Hg) 112.6 (111.8-113.4)
Presion arterial diastdlica (mm Hg) 69.8 (69.2-70.3)

Indicadores Metabdlid

0s

Glucosa (mg/dL)

88.1 (87.6-88-6)

insulina (pUI/mL) 4.1(3.9-4.2)

indice HOMA-IR 0.89 (0.86-0.93)
Triglicéridos (mg/dL) 129 (124-133)
Colesterol (mg/dL) 193 (191-195)
HDL-Caolesterol (mg/dL) 43.9 (43.2-44.6)
LDL-Colesterol (mga’%} 120 (118-122)
Acido Urico (mg/dL) 4.5(4.4-46)

Creatinina (mg/dL) 0.68 (0.67-0.69)
TFG{mL/min/1.73m") 112 (111-113)
AGEs (pU/mL) 388 (372-400)

Tabla 1. Caracteristicas antropométrid
normoglicémicos  supuestamente sanos
concentracion sérica de AGEs. Los datos s

Con esta muestra poblacional, se

As v melabolicas mas importantes de los individuos
empleados para estimar el valor de referencia para la
B presentan como media (IC95%).

establecio la distribucion en percentiles de las

concentraciones circulantes de AGEs, fue se muestra en la tabla 2.

Percentile Crntile -Binom. Interp.-
[95% Conf. Interval]
25 8.01 82.21 99.06
25 469 204.86 225.77
50 2.64 330.56 371.68
75 5.51 47590 520.76
95 5.45 773.44 906.81
97.5 1.80 008.74 1051.51

Tabla 2. Distribucion en percentiles y sus ¢
las concentraciones circulantes de AGEs e

correspondientes centiles expresados como media (IC85%) de
h 1,013 sujetos conlroles supuesiamente sanos.

A partir de este analisis se puede definir que una poblacion se sujetos sanos de entre 20 y 86

anos de edad, en general deben tener

concentraciones séricas de AGEs menores 1000 pU/mL.




Pero como es sabido, el proceso de envejecimiento es un factor que contribuye a la formacion
de AGEs; para esludiar la asociacion entre las concentraciones séricas de AGEs derivado de
glucosa y la edad de los sujetos, se emplearon los dalos de los sujetos controles
normoglicemicos supuestamente sanos anteriormente descritos. Los resultados se muestran en
la figura 13, donde se puede comprobar que el proceso de envejecimiento conduce a un
incremento en las concentraciones séricas de AGES, que es detectado por nuestro método
desarrollado.
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Figura 13. Asociacion entre las concentraciones séricas de AGEs derivado de glucosa vy la edad en
individuos controles supuestamente sanos. Se muestra la recta de regresién que describe dicha
asociacion y sus intervalos de confianza al 95%.

De la ecuacion de regresion obtenida, se pudo estimar la tabla de valores de AGEs derivados
de glucosa en funcion de la edad para la poblacion control. Para ello los datos fueron divididos
en rangos de S anos de edades. Los valores de edades iniciales y finales de cada rango fueron
sustituidos en la ecuacion de regresion para estimar la concentracion de AGEs esperada para
cada intervalo de edades (Tabla 3).



Concentracion Esperada de

AGEs
(U/mL); (C195%)

Edad n
Biologica
20-25 54
26-30 84
31-35 151
36-40 158
41-45 184
46-50 158
51-55 109
56-60 85
61-65 61
66-70 25
71-75 14
76-90 10

338-348; (314-376)
351-359; (319-392)
361-370; (324-408)
372-380; (328-424)
362-391: (333-440)
393-401; (337-456)
403-412; (342-472)
414-422; (346-488)
424-432; (351-504)
435-443; (355-520)
445-454; (360-536)
456-485; (364-584)

rango de concentraciones esperadas para

a edad inicial y final de cada quinguenio descrito. Se muestra

Tabla 3. Concentraciones séricas de AGE[ por quinquenios de edades. Los dalos se expresan como el

entre parentesis los limites inferiores y sup

Los resultados sugieren que a pesar
percentile 97.5, considerado el v
normoglucémica supuestamente sana
las concentraciones en intervalos de c
en general, concentraciones circulan
esperados para la concentracion de AG
detectar cualquier incremento de las

riores del intervalo de confianza al 95%.

del valor obtenido de 1000 pU/mL de AGEs para el
alor maximo esperado para la poblacion control
tal, al dividir los datos por grupos de edades y expresar
nfianza al 95% de la media, los individuos sanos tienen
es de AGEs menores a 600 pyU/mL. Estos valores
bEs en funcion de la edad, son una herramienta Ofil para
concentraciones circulantes de AGEs, que pudieran

reflejar una alteracion cronica del es

do de control glucémico de los pacientes diabéticos.

Incrementos mayores a estos valords esperados pueden ser considerados un indicador
temprano de la acumulacion nociva dd alteraciones moleculares y tisulares silenciosas; gue si
se presta la atencion médica adecuadd, se pudiera contribuir a evitar el desarrallo y progresion

de las complicaciones cronicas de la di

Para estudiar la relacion entre las cong

betes mellitus,

entraciones circulantes de AGEs y el estado metabolico

de los individuos, se emplearon los ddtos de la cohorte de trabajadores del seguro social. La

tabla 4 muestra los cambios en el est
1,451 sujetos pertenecientes a la cohor

hdo metabdlico durante los 10 anos del estudio, de los
e.

Medicion del | Medicion del 2010-2012 Total
2004-2006
NG IR_ DM | _
NG 791 168 41 1,000 (58.92%)
IR 138 131 56 325 (22.40%)
DM 0 0_ 126 126 (8.68%)
Tolal 929 299 223 1,451
(64.02% (20.61%) (15.37%) (100%)

Tabla 4. Cambios en el estado metabolica de los pacientes de la coherte a lo largo de los 10 anos del
esludio. En negritas y subrayado se muTtran la cantidad de sujelos gue se mantuvieron en ambas

mediciones en la misma condicion meta
diabéticos (DM).

dlica: normoglucémicos (NG), insulino resistentes (IR) and




Durante la primera medicion entre los afos 2004-2006, la muestra de estudio estuvo compuesta
por un total de 1,000 sujetos normoglucemicos, 325 con resistencia a la insulina y 126
diabéticos. Entre 2010-2012, el estado metabdlico de algunos de estos sujetos se delerioro y
migré a otras condiciones metabdlicas: solo 929 de ellos eran normoglucémicos, 299 fueron
resistentes a la insulina y se observé un aumento en los sujetos que desarrollaron diabetes
mellitus tipo 2, que para entonces eran 223 pacientes en lugar de los 126 que habian entre los
anos 2004-2006. A lo largo de 10 afios, el niimero de pacientes con diabetes mellitus casi se
duplico. Esto muestra la magnitud del aumento en la prevalencia de esta enfermedad
metabolica, que sin duda se ha converlido en una epidemia mundial.



Los cambios prospectivos en las condentraciones circulantes de AGEs en funcion del estado

metabolico de los sujetos de la cohorte] se muestran en la tabla 5.

g ——a NG (=1 IR (a=131) DM (=126
Parametros "Medicion 1 “Medicion 2 “Medicien 1 “Medicion 2 *Medicion 1 "Medicion 2
Glucosa (mg/dL) Y - 856" 1018 156.7 161"

{86-B8) {92-24) {83 1.97.3) {100.0-103.3) {145 8-167 8) (149.6-173.0)
lnsu:ma lpUl'mL) 3.9:.-;.:: 4?'_u'.-' 194,n-r $94“‘" 15.1.;1_--: 1 _r.n,-n
(3.7-4.1) (4.5-48) (17.4:21,5) (18.5-22.2) (12:6-18.2) {9.8-15.6)
HOMA-IR r.85""* 1.08%%% P 4,84 fAg1iREs 506"
(C.80-0.89) 031,12y {4.09-5 .14} (4.18-5.49) (4.75-B.07) (3.94-5.18)
AGEs (ul/mL) Ip1hes 413" 398" 457" 458% BT
(284-318) [392-436) {284-387) |389.524) (396-530) (533-696)
Crealinina o7 0.73" 0,74 076" 0.70 074
) (0.68.0.71) 72075 0.72-0.76) (0.73-0.79) {0 GR-0.73) (0.70-0.79)
TEG (ml/min/1.73m’) 106,455 iz o 4 1" an.6"* a3 4"t gz""
(1051-107.7)  (1D0.6-102.3) (81.9-06.7) (87.6-03.5) {90.6-95.1) (BB.4-05 9)
Estadips de Dgno Renal
(%l
T+0afn tenil con wins TFG normal o 802 (80.80) a7 (T0.72) 181 (58 77) 163 (61.20) B0 (63 49) 138 (61.88)
mirertatiada (= 90 mLmin'1 7307
2- Unfio tensl con una TFG ligernments 185 (18.50) 200 (27 .8R) 134 (41.23) 108(36.12) 42(33.33) 74 {33 18)
aearnirnsichn [60-49 mLmindd, T}
3-TFG madsradamante disringidas 30- 6 (0.60) n2(1.29) - 8 (2.68) 4(3.17) 10 (4.48)
8 mLfmind) P3m’)
4-TFG gravermnto disminuide (15-28 — — 1{0.45)
mllmin/1 73m%)
5= Falla rensl (< 15 mLimin/), TIm' o — 1(2.17) — — — —
dAba)

Tabla 5. Cambios en los parametros de céntro!l glucémico, de la tasa de filtracion glomerular (TFG), de
los diferentes estadios de dano renal seguis las guias K/DOQI del 2002 vy de las concentraciones séricas
de AGEs en los pacientes de |la cohorte divididos en funcion de su estado metabolico. Se muestran los
resultados de la primera y la segunda cion realizada 10 anos después. Los resullados se presentan
comp media (IC95%). Las letras muestrad® con gque grupos son diferentes cada parametro metabolico
evaluado.

Como se puede observar en la tabla 5| los resultados obtenidos al analizar los individuos cuya
condicion metabélica se mantuvo estable a lo largo de los 10 afios del estudio, no muestran
cambios significativos en las concentrdciones séricas de creatininas, ni en la tasa de filtracion
glomerular estimada. De hecho a lo latgo de todo el estudio, incluso en el grupo de pacientes
diabélicos, las concentraciones sericag de creatininas nunca aumentaron por encima del valor
de referencia para este parametra metabdlico. Mientras que solamente alguno pocos individuos
del grupo de pacientes con resistencia ja la insulina y con diabetes mellitus, mostraron una leve
reduccion de la tasa de filtracion glomerular por debajo de 90 mL/min/1.73 m*. En cambio, las
concentraciones circulantes de AGEs rhostraron en todos los grupos un incremento importante
a lo largo de los 10 anos del estudip. Se puede observar que en el grupo de individuos
normoglucémicos el incremento fue de {112 pU/mL que representa un incremento del 37.2% con
respecto al valor inicial, 10 afnos antes.|En el grupo de pacientes con resistencia a la insulina, el
incremento fue de 119 pU/mL que es iin 35.2% mayor al valor inicial y finalmente en el grupo
diabético se abservo un incremento dej 151 pU/mL, que representa un incremento de 33% con
respecto a las concentraciones de AGHs que tenia este grupo 10 anos antes.

Si bien los porcentajes de incrementos He las concentraciones circulantes de AGEs en todos los
grupos estudiados a lo largo de 10|anos rondaron el 35%, hay que considerar que las
concentraciones iniciales y finales son diferentes en cada grupo de estudio y son mayores
mientras mayor es el estado de descentrol glucemico y metabdlico en general. De hecho es
relevante el hecho de que las concentraciones de AGEs del grupo diabético al inicio del estudio
ya eran mayores o0 iguales que las congentraciones finales de los grupos normoglicemico y con
resistencia a la insulina 10 anos despl{és. Esto sugiere que las concentraciones circulantes de




AGEs pueden ser una herramienta de mucha ulilidad ya que refleja el estado de control
glicemico de los pacientes durante un muy largo periedo de tiempo.

Paor otro lado, se puede observar que incluso en los sujetos pertenecientes al grupo diabético
que mantuvieron la misma condicion metabdlica a lo largo de los 10 afos, y que nc mostraron
reducciones significativas en la tasa de filtracion glomerular, las concentraciones séricas
maximas de AGEs en la segunda medicion, que representa al menos 10 anos de evolucion de
la diabetes, fueron de alrededor de 700 pU/mL, inferiores al limite de referencia estimado en el
grupo control normoglucémico supuestamente sano, pero mayores al valor esperado para la
edad de los sujelos. De ahi la importancia de evaluar las concentraciones circulantes de AGEs
en funcion de la edad biolégica segun 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 inducen la formacion de AGEs y que contribuyen al desarrollo de las
complicaciones cronicas de la diabetes mellitus.

Al realizar un analisis mas detallado al subdividir los sujetos de la cohorte en funcion del estado
de control glucémico y su condicién metabdlica, los resultados demuestran mas claramente la
validez de la medicion de AGEs por el mélodo desarrollado. La tabla 6, muestra las
caracterislicas clinicas y metabdlicas de los sujelos pertenecientes a la cohorte divididos en
funcion del estado metabdlico y del grado de control glucémico.
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Tabla 6. Caracteristicas clinicas, metabdlic

as y de la funcién renal en sujetos pertenecientes a la cohorte

subdivididos en funcion de sus estados de|control glucémico: *NG: sujetos normoglucémico, "IR: sujetos
con resistencia a la insulina, “OM BC: Sujétos diabéticos bien controlados, “DTG: sujetos no diabéticos
con detenoro de la tolerancia a la glucdsa, "DM MC: sujetos diabéticos con un control glucémico
moderado, 'DM NC: sujetos diabéticos don un mal control glucémico. Prueba de Bonferroni para
diferencias enire medias. Las letras dengtan con que grupos son diferentes con p<0.05. Resultados
expresados como medias (IC95%), Los criterios para establecer los diferentes grupos estan descritos en
materiales y métodos. Las letras mueslran con que grupos son diferentes cada parametlro metabalico

I evaluado.




Como se puede observar, la medicion de AGEs derivado de glucosa por el método desarrollado
en nuestro laboratorio reporta concentraciones circulantes de AGEs que estan estrechamente
asociadas con el grado de control glucemico; y son mayores a medida que aumenta el estado
de descontrol glucémico de los pacientes. Este incremento en las concentraciones circulantes
de AGEs es independiente de otras condiciones distintas al estado glucemico, ya que como se
puede observar en la tabla 6, no exislen grandes diferencias entre los indicadores clinicos v el
resto de las variables metabdlicas estudiadas, tales como el perfil lipidico, el acido urico, la
creatinina y la tasa de filtracion glomerular, entre los diferentes grupos de estudio. Estos
resultados reafirman el concepto conocido que el adecuado control glicémico del paciente evita
el desarrollo de las complicaciones cronicas, pues como se puede observar incluso los
pacientes diabéticos con un estricto control glucémico mostraron concentraciones séricas de
AGEs iguales a las de los sujetos controles normoglucemicos.

De la misma forma en que se deterioré el estado metabdlico a lo largo de los 10 afos de
esludio, la funcion renal mostré cambios entre los sujetos estudiados. La tabla 7 muestra la
division de los 1,451 sujetos en la cohorte de acuerdo con su tasa de filtracion glomerular
ajustado por area de superficie corporal en la primera y segunda medicion, segun las
clasificaciones de las guias K/DOQI del 2002.

Medicion del Medicion del 2010-2012 Total
2004-2006
1 1 2 3 4 5
1 885 191 4 0 0 1,080 (74.43%)
2 92 249 20 0 0 361 (24.88%)
3 11 1 6 1 1 . 10 (0.69%)
Total 978 441 30 1 1 ‘ 1,451
(67.40%) (30.38%) (2.07%) (0.07% (0.007) (100%)

Tabla 7. Cambios en |a tasa de filtracion glomerular de los pacsentes de la cohorte a lo largo de los 10
anos del esludio. En negritas y subrayado se muestran la cantidad de sujetos que se mantuvieron en
ambas mediciones en la misma clasificacion de dafo renal segun las guias K/DOQI del 2002.

Se puede observar la disminucion de los porcentajes de los individuos con tasa normal (290
mL/min/1.73m*) en la segunda medicion y los consecuentes incrementos en las ofras
categorias que reflejan un leve deterioro de la funcion renal de estos pacientes a lo largo del
estudio, propio del proceso de envejecimiento.

Para establecer una primera interrelacion entre los principales parametros de control glucémico,
las concentraciones séricas de AGEs y el estado de la funcion renal, se emplearon los datos
lotales de la primera y segunda medicion, un total de 2,902 mediciones. Los individuos fueron
clasificados y agrupados segun su magnitud de tasa de filtracion glomerular al momento de la
toma de la muestra, en un grupo que hiperfiltraba (TFG >120 mL/min/1.73 m?), en un grupo con
TFG normal (90- 120 mL/min/1.73 m?) y un grupo de individuos con una reduccion de la TFG
(<90 mL/min/1.73 m?) y se compararon entre los grupos sus principales parametros de control
glucémico y las concentraciones séricas de AGEs, los resultados se muestran en la tabla 8.



*Hiperfiltracion
(TFG>120

mL/min/1.73m?)
n=414)

Parametros

Filtracion Normal “Disminucion de la

(TFG 90-120 Filtracién (TFG < 90
mL/min/1.73m?) mL/min/1.73m?)
(n=1644) {n=844)

93.4 (90.3-96.5)"°
5.9 (5.1-6.8)°°

Glucosa (mg/dL)
Insulina (pIU/mL)
HOMA-IR 1.6 (1.2-2.0) ¢

99.8 (98.3-101.2)*¢
8.4 (7.9-8.9)
2.2 (2.1-2.4)%

104 4 (102.4-106 5)*"
10.4 (9.8-11.1)**
2.8 (2.6-3.0)*"

AGEs (WU/mL) 289 (267-313)"°

_____ 477 (453-502) "

Tabla B. Relacion entre las concentracion
glucémicos con el estado de filtracidn glo
de expresan en medias (IC95%). Las let
metaholico evaluado.

Como se puede observar, tanto los
menores en el grupo que hiperfiltraba
tasa de filtracion glomerular, favorece
estado de control metabélico, disminuy
eliminacion por el rinén. No obsiante,
pero generalmente va acompanada de
es sequida del inicio del deterioro de

s circulantes de AGEs y los principales parametros de control
rular en los pacientes de la cohorte estudiada. Los resultados
s muestran con que grupos son diferentes cada parametro

parametros de control glucémico como los AGEs son
esto puede ser explicado por el hecho que una mayor
la eliminacion renal de glucosa y por tanto mejora el
la tasa de formacion de AGEs, ademas de favorecer su
esta no es una condicion normal, puede ser transitoria,
danos estructurales de la membrana basal glomerular y
la funcion renal. Por su parte, los individuos con TFG

disminuida (<80 mL/min/1.73m?), mos

aron un incremento en las concentfraciones circulantes

de glucosa y de AGEs, acompanado de un deterioro de los parametros de control glucémico,
como la insulinemia y el indice de resigtencia a la insulina. Estos resultados confirman el hecho
conocido de la esirecha interrelacion éntre el control glucémico y la funcién renal. Asi mismo
demuestra la capacidad del metodo fanalitico desarrollado, para detectar diferencias en las
concentraciones de circulantes de AGEs en funcién de la condicion metabolica y de la tasa de
filtracion glomerular de los sujetos.

La tabla 9 muestra la asociacion entde los principales parametros de control glucémico, las
concentraciones circulantes de AGEs|y la tasa de filtracion glomerular en los sujetos de la
cohorte divididos en tres categorias de filtracion glomerular,

“Parametro TFG >120 TFG 90-120 TFG <90
mbL/min/1.73m? mL/min/1.73m? mL/min/1.73m?
(n=414 (n=1644) (n=B44)
S Rho (p) ___Rho (p) Rho (p)

-0.0658 (0.1816) -0.0785 (0.0014)

-0.0815 (0.0009)

-0.0214 (0.5346)
Insulina (pUI/mL) -0.0688 (0.1825) -0.0338 (0.3284)
HOMA-IR -0.0179 (0.7%72) -0.0825 (0.0008) -0.0268 (0.4388)

AGESs (pUI/mL) 0.0147 (D.7660) -0.0171 (0.4873) -0.2925 (< 0.0001)

Tabla 9. Correlacién de parametros de cdnirol glucémico, AGEs y la tasa de filtracién glomerular. Los

resultados se expresan como coeficiente Rho (p).

Glucosa (mg/dL)

Se puede observar que las concedntraciones circulantes de AGEs correlacionan muy
significativamente con la tasa de filtrpcion glomerular, cuando exisle una disminucion de la

funcion renal, aungue esta sea apenas
la reduccion de capacidad de filtraciG
circulacion. Esta acumulacion de AC

una reduccion leve, Lo que reafirma el concepto de que
n glomerular favorece la acumulacion de AGEs en la
sEs en la circulacion a su vez puede favorecer su




deposicion en la matriz extracelular de los tejidos y organos lales como el propio rinén. lo gue a
su vez puede generar alteraciones en su funcionamiento contribuyendo a una mayor
acumulacion de AGES.

Debido a que la frecuencia de dano renal fue muy baja y que el dano renal observado fue solo
de leve a moderado entre los sujetos de la cohorle estudiada, como se puede observar en las
tablas 5 y 6, decidimos reclutar otros pacientes intrahospitalarios de los servicios de diabetes y
nefrologia y establecer un estudio de casos y controles, que permitiera evaluar el valor
diagnostico de la medicion de AGEs para predecir el dano renal cronico en el paciente
diabético.

Como era de esperar, las concentraciones circulantes de creatinina y urea fueron mayores, asi
como las concentraciones séricas de la hormona paratiroidea (PTH), un marcador tipico de la
nefropatia cronica en el grupo de diabéticos con dafio renal. Asi mismo, las concentraciones
séricas de AGEs en los pacientes diabélicos fueron significativamente mayores comparadas
con las del grupo normoglucémico control. Estos incrementos en las concentraciones sericas de
AGEs en los pacientes diabéticos, son aun mucho mayores en los pacientes que sufren dano
renal cronico (Tabla &).

Parametros *NG °DM Sin Nefropatia DM con Nefropatia
= = (n=148) (n=100) B, ., )

Glucosa (mg/dL) 80 (78-82)"° 141 (127-154)™° 99 (92-105)*"
Insulina (uUI/mL) 3.08 (2.60-3.55)°¢ 9.59 (3 68-15.50)" 8.41 (6.08-10.73)°
HOMA-IR 0.60 (0.51-0.69)" 3.94 (0.93-6.94)" 2.06 (1.54-2.58)
AGEs (pU/mL) 406 (493-619)" 615 (513-718) 2943 (2555-3332)™
Creatinina (ma/dL) 0.94 (0.92-0.96)° 0.77 (0.73-0.81)° 10.88 (9.22-12.55)*"
Acido Urico (ma/dL) 5.96 (5.73-6.19)" 5.26 (5.02-5.51)"" 7.04 (6.69-7.39)""
Urea (mg/dL) 29.2 (28.0-30.3) 30.2 (27.8-32.6)° 131.1 (123.5-138.8)™"
Colesterol(mg/dL) 187 (179-195) 184 (176-193) 176 (168-185)
Triglicéridos (mg/dL) a0 (79-100)™° 163 (140-186)"° 199 (177-222)*°
HbA1c (%) i~ 8.1 (7.6-8.6) 7.5 (6.4-8.5)
PTH (pg/mL) —- — 638 (561-715)

Tabla 8. Parametros melabdlicos, conceniraciones circulantes de AGEs y HbA1c en pacientes
normoglucémicos, y diabgticos sin y con dano renal cranico. Las letras muestran con gue grupos son
diferentes cada parametro metabélico evaluado.

Por otro lado, se puede observar que la progresion del deterioro de la funcion renal a estadios
mas avanzados e irreversibles, se acompana de un incremenlo en las concentraciones
circulantes de AGEs, no asi de las de glucosa, ni de los parametros de control glucemico
estudiados, ni de las conceniraciones circulantes de HbA1c. Esto puede ser explicado por el
hecho de que cuando los pacientes diabéticos comienzan a filtrar menos, se sienten mal por
estar su sangre llena de productes toxicos del metabolismo; y pierden el apetito por lo que la
ingesta de carbohidratlos se frena y por tanto mejoran los parametros de control glucemicos
como la insulinemia y el indice HOMA y la velocidad de glicosilacion de la hemoglobina
disminuye; también porque eslos paciente de seguro estan sujelos a un control médico mas
extricto. Ademas, debido al recambio de los eritrocilos que transportan a la hemoglobina, si la
reduccion del filtrado y por tanto el incremento en la toxicidad sanguinea ya se ha instalado
meses airas, la reduccion de la glicacion de la hemoglobina es mas marcada. Por otro lado, la
hemoglobina glicosilada es un producto de Amadori, una eslructura que es reversible; si las
concentraciones séricas de glucosa disminuyen, la hemoglobina glicosilada se desglicosila
espontaneamente. Es por esto que no se observan grandes diferencias en la concentracion de
hemoglobina glicosilada entre los pacientes diabéticos sin dano renal y con dano renal crénico.



Por el contrario, la formacion de AGES es un proceso que si bien es mas lento, ocurre sobre
moléculas de vida media mayor a la|de hemoglobina y como su propic nombre lo sugiere:
‘productos finales de glicacion avanzaila”, son estructuras molecularmente mas complejas que
son irreversibles, y una vez formadas| no se disocian aunque las concentraciones séricas de
glucosa disminuyan. Por ofro lado, duando se establece el dafio renal cronico, disminuye
marcadamente |a lasa de filtracion gldmerular y por tanto la velocidad de eliminacion de los
AGEs y de sus subproductos de degragdacion por el rindn, lo que conlleva a su acumulacién en
el torrente sanguineo. Estos resultados demuestran que si bien la hemoglobina glicosilada es
un buen marcador para evaluar el contfol glicémico del paciente diabélico a corto plazo (hasta 3
meses), los AGEs son mejores marcadores del descontrol prolongado (hasta 1 afo) del estado
glucémico y de los danos estructuralds silenciosos y acumulatives que conducen a estadios
mas avanzados de la perdida de la fun¢ion renal.

En la tabla 9@ se puede observar due ninguno de los parametros de control glucémico
estudiados, se correlacionan con las doncentraciones séericas de creatinina, por lo que no son
buenos para evaluar el grado de altergcion de la funcion renal en los pacientes diabéticos. Por
el contrario, se puede observar que lag concentraciones circulantes de AGEs si se asocian con
las concentraciones séricas de creatiniha, tanto en el grupo de diabéticos donde aun no se ha

manifestado la nefropatia cronica, p
diabética cronica.

ro mas significativamente en el grupo con nefropatia

AGEs (pUl/mL)
PTH(pg/mL) s

-0.1113 (0.1742)

‘Parametro vs NG DM Sin Nefropatia DM con Nefropatia
6 b (n=148 =100 -
Creatinina _ Rolp) _Rhofp) Rho ()
Glucosa (mg/dL) 0.0616 (0.4578) -0.0747 (0.4603) -0.0878 (0.2903)
Insulina (pUI/mL) -0.0425 (0.6077) -0.0571 (0.5725) -0.0896 (0.2835)
HOMA-IR -0.0204 (0.85¢) -0.0275 (0.7857) -0.1088 (0.1894)

0.2093 (0.0366) 0.2881 (0.0004)
i 0.2860 (0.0004)

Tabla 9. Correlacion de paraFtetros de control glucémico, concentracion sérnca de AGEs y de PTH con la
creatinina sérica. Los resultados se expresan como coeficiente Rho (p).

Lo mas interesante es que el grado de
las de creatinina durante la nefropatia
significancia estadistica, a la asocia
marcador muy especifico de dano renz
dano renal crénico se establece, h

disminucion de la reabsorcion renal de
forma activa de la vitamina D, por lo g
calcio, generandose una hipocalcemi

asoclacion entre las concentraciones séricas de AGEs y
diabética cronica, es similar tanto en magnitud como en
Lion de las concentraciones circulantes de PTH, un
| crénico, vy la creatinina sérica. Se sabe que cuando el
una perdida renal continua de calcio, debido a la
calcio, y por la disminucion de la produccian renal de la
e disminuye significativamente la absorcion intestinal de
que es detectada por la glandula paratiroidea la que

responde con un incremento en la secrecion de PTH que favorece la salida de calcio del hueso

para compensar la hipocalcemia sisté

ica. Esla estrecha asociacion liene un realce mayor si

consideramos que la PTH solo se elevd una vez que el dano renal se ha establecido, en cambio
los AGEs se van acumulando progresivamente a lo largo de los anos y se encuentran
significativamente elevados desde antes que el dafo renal tenga manifestaciones, de ahi la
importancia del monitoreo sistematich de las concentraciones circulantes de AGEs para
predecir cuales pacientes tendran maydres probabilidades de desarrollar el dano renal y/u otras
complicaciones crénicas asociadas a la|Diabetes Mellitus.




La figura 14, muesira la curva ROC que describe la relacion entre la especificidad y la
sensibilidad de la medicién sérica de AGEs para predecir la presencia de nefropatia diabética
cronica es decir tener concentraciones séricas de creatinina mayores a 1.3 mg/dL.
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Figura 14. Curva de ROC que describe la especificidad y sensibilidad de la medicion de AGEs para
predecir la presencia de nefropatia cronica en sujetos con concentraciones séricas de creatininas
mayores a 1.3 mg/dL.

Se puede ver que el area debajo de la curva es muy amplia y abarca cerca de 96%. Un analisis
mas preciso de la interrelacién entre la especificidad y la sensibilidad para predecir el dafio
renal cronico en el paciente diabético, se muestra en la figura 15.
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Figura 15. Relacion entre |a especificidad y sensibilidad de la medicion de AGEs séricos para predecir el
dario renal cronico en sujetos con concentraciones séricas de creatininas mayores a 1.3 mg/dL.



Se puede observar que la relacion opt
concentracion de AGEs de alrededor

a entre la especificidad y sensibilidad se obtiene a una
1000 pU/mL (1042), similar a la estimada para el valor

de corte de la poblacién control normoglucémica supuestamente sana. Los analisis estadisticos

mostraron que el método utilizando U
sensibilidad de 82% y una especificidag

Logistic model for i

n valor de corte de 1000 pU/mL de AGEs tiene una
de 93% (Tabla 10).

creatinine>1.3

Number of observations = 395

Area under ROC ci
Lsttat
Logistic model for ¢

urve = 0.9556

reatinine>1.3

Classified True Total
| |D D
+ : 120 17 137
- 27 231 258
_Total | {47 248 | 395
Classified + if predi¢ted Pr (D) >= .5
True D defined as cfeatinine>1.3
Sensibility Pr(+/ D) 81.63%
Specificity Pr(=D) 93.15%
Positive predictile value Pr( D/+) 87.59%
Negative prediclive value  Pr("D/-) 89.53%
False + rate for frue "D Pr(+/'D) 6.85%
False — rate for frue D Pr(-/ D) 18.37%
False + rate for tlassified + Pr ("D/+) 12.41%
False — rate for tlassified — Pr( D/-) 10.47%
Correctly classified 88.86%

Tabla 10. Calculo de la sensibilidad y I& especificidad de la medicion de AGEs para confirmar la
[

presencia o no de dafo renal crénico en
pU/mL.

Se puede constatar un alto valor diag
diagnéstico por la medicion de AGEs
individuo tiene un umbral distinto para
de hiperglicemia antes de colapsar y 1
lado en este estudio se emplearon
controlado y no esta claro si la hem

el paciente diabético, utilizando un valor de corte de 1000

nostico e incluso la leve falta de concordancia entre el
por el valor de creatinina, se puede deber a que cada
soportar los dafos silenciosos asociados a los estados
hostrar manifestaciones clinicas de dafio renal, por otro
pacientes cuya ultima fecha de hemodialisis no fue
bdialisis pudiera o no contribuir de alguna forma a la

eliminacion parcial de los AGEs en |

que presentaban AGEs mayores a

bs pacientes bajo tratamiento. De cualquier forma, el

000 pU/mL (valor de corte estimado) de sufrir una

analisis de regresion logistica realizadI para estimar la probabilidad que tenian los individuos

reduccion significativa de su tasa de fi
la creatinina por encima de 1.3 mg/dL,
mas probabilidades de padecer de dar]
86 veces mayor (Tabla 11).

racion glomerular que conduce al incremento sérico de
mostré que esos paciente tiene en promedio 46 veces
0 renal cronico, con un maximo que puede llegar hasta




Logistic creatinina>1.3 AGEs>1000

Number of obs = 395

Logistic regression LR chi2 (1) = 224.96
Prob > chi2 = 0.0000
Log likelihood = -148.25465 - Pseudo R2 =0.4314
Creatinina>1.32  Odds Ratio Sid. Err. z P>z [95% Conf. Interval]
AGEs>1000 4576 14.76071 11.85 0.0000 24.31732 86.11056

_const 0.721154 0.192798 -9.84 0.0000 0.0427033 0.1217851
Tabla 11. Estudio de regresion logistica para estimar la probabilidad de desarrollar dafo renal crénico en

pacientes diabelicos con concenlraciones séricas de AGEs mayores a 1000 pU/mL.

Conclusiones

Los resultados del presente estudio demuestran inequivocamente la validez de la medicion de
las concentraciones circulantes de los produclos finales de glicacion avanzada derivados de
glucosa, utilizando el método analitico desarrollado por nuestro grupo de trabajo, para evaluar
el control glicémico del paciente diabético a large de plazo. Y nos dota de una herramienta
importante y complementaria, para el moniloreo de la evolucion metabdlica y clinica de los
pacientes, que nos permite predecir la aparicion y/o el desarrollo de las complicaciones cronicas

asociadas a la diabetes Mellitus, tales como la nefropalia diabética crénica.
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priorroga solicitada y el uso de una nuevaiespecie en el protocola.

Sin otro particular, reciba un cordial saludo.

Aftentamente,

Dra. %orta A. Bobadilia Sandoval

Coordinadora de la Comision de Investigacion
en Animales

c.c.p. Dr. Gerardo Gamba - Director de Irjvestigacion
c.c.p. Dr. Rafael Hernandez - Jefe del Bioferio

Vasco de Quiroga No. 15
Colonia Seccion XVI
Delegacion Tlalpan
México, D. F. 14000
Tel. (32)54870900
www.incmnsz.mx

#7R, INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS |
i@ M) MEDICAS Y NUTRICION
SR SALVADOR ZUSIRAN

INCMN L

A 11 JUL 70114 *

DEPARTAMENTO DE




INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

Dra. Norma Aracelis Bobadilla
Coordinadora de la Comision de
CINVA

PRESENTE.

Por medio de la presente me dirijo
"Desarrollo y validacion de un inm
glicosilacion avanzada: evaluacion
cronicas de la diabetes mellitus”}
12/15-1. La ampliacién solicitada
teniamos contemplado desde el i

México, D.F. a 23 de Junio del 2014,

doval
vestigacion en Animales.

a usted para solicitar una ampliacion al proyecto titulado:
unoensayo para la cuantificacion de productos finales de

de su valor diagnostico para predecir las complicaciones

proyecto de investigacion CINVA-557, Clave BRE-557-
°s para incluir ademds de los conejos y los borregos que
nicio del proyecto, cobayos que seran empleados en la

produccién de anticuerpos anti-ifisulina, mismos que empleamos rutinariamente en un

RadiolnmunoAnilisis (RIA) para la
protocolos de investigacion gue est

cuantificacién de insulina de los pacientes de este y otros
amos llevando a cabo.

La solicitud se hace en funcion

e que los anticuerpos anti-insulina han tenido mucha

demanda y se estan agotando, pdr lo que necesitamos producir un lote nuevo. Quisiera
adicionar que los animales seran dorrectamente manipulados y se emplearan esquemas de

inmunizacion ya previamente pr

inmunizacion de los conejos y los
compra de alimento, y demds ma
jeringas. Dichos animales estaran e
obtencién del suero hiperinmune cd

ados y similares a los descritos en protocolo para la
borregos. Contamos con los recursos necesarios para la
eriales para su manipulacion y cuidade como sedantes,
n el Bioterio por un periodo maximo de 6 meses, hasta la
n alto titulo de trabajo,

Sin otro particular, me despido de uFted, no sin antes enviarle un cordial saludo.
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Ccp. Dr. Rafael Hernandez Gonzale
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Presente,

Con referencia al proyecto de indestigacion: “Desarrollo y validacion de un inmunoensayo
y y

para la cuantificacion de producto;
diagnostico para predecir las compl
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Registro CINVA: 557

La Comision de Investigacion en An
el CINVA vy se decidio la APROBAC

Sin otro particular, envio a usted|
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males reviso la respuesta a las observaciones emitidas por
ON para su desarrollo.

un cordial saludo.

/
‘d"%z’/

. M.Sc. Cert.LAM. Rafael He

‘nandez Gonzdlez

Jefe del Departamento de Investigacion Experimental y

Bioterio

Coordinador de la Comision de Ihvestigacion en Animales

20007700

® Vasco de Quiroga 15,
e Delegacion Tlalpan
e C.P. 14000 México, D. F.
LoV'* e  Tel. 54-87-09-00




-

O
0@
QO

A RS
NS 77
OIS

RN '_,.L.

—

Colocar cursor dentro del drea blanca para Henar Ly informacid

1. Titulo del proyecto

FORMAT

1 (NG ntihizar dreas sombreadas)

COMITE INSTITUCIONAL DE INVESTIGACION BIOMEDICA EN HUMANOS
O DE EVALUACION DE PROYECTO DE
INVESTIGACION

No. de registro CIIBH: BRE-557-
12/15-1.

2. Investigadores

Desarrollo v

-

Mellitus.

validacion de un inmunoensayo para la cuantificacion de productos finales de glicosilacion
avanzada: evaluacion de su valor diagnéstico para predecir las complicaciones cronicas de la Diabetes

2a. Identificacion
Nombre, firma y adseripeion de cada uno de los investigado
Institucion (médico de base o investigador) v no un alumno

| INVESTIGADOR Pasicidm institudional

Posicion en ¢l proyecto

Dr. Eulises Diaz Diaz
| Dr. Fernando Larvea

Inv.en Cienc Ml *C”

| Inv.en Cienc. Med. "

i jcﬁpnm:aﬁlu I

‘es participantes. El investigadaor principal deberit ser un profesional adscrito a la
tle curso, residente, pasante, interno, ete. ),

Teléfono (ext.)

Correo-E

SART0000 (2408)

mestigador Asociado

34870000 (2412)

M. cn C. Mario Cardenas | Inv.en Cienc.Méd. ~C

nvestigador Asociado

SA8TO000 [ 2408)

larred@iquetzal innsz.my |

RrCarifsunam.Imx

Articulo 113Fraccion | de LFT
AIT eleminado correo electronico

Rotrer

I A‘,‘i_lil! o por tratrarse de un dato personal
Dr. Carlos Aguilur Inv.en Cienc.Meéd. “F” nvestigador Asociado SA8T0900 (2405) __ |
Salinas — S ——N |
Dr. José Ricardo Correa Inv.en eienciasMeéd. »F” Investigador Asociado 54870900 (2507) _|

2b. Pertinencia del grupo de investigadores con respecto del proyecto

Brevemente describa las calificaciones del grupo investigad
proyeeto presentado (v.gr.: grado académico, experiencia la

- con respecto del procesa de investigacion cientifica en general v con respecto del
poral, miembro del sistema de investigadores de los TNS, del SNI. ete),

Todos los investigadores pertenceen sistemal de investigadores de la Coordinacion Nacional de los Institutos |

Nacionales de Salud y cuentan con nombran
jefe del departamento de Biologia de la |
Endocrinologia, el Dr. Correa es jefe del depi
del SIN. El M.en C. Cardenas ademads de inv

ientos vigentes. El Dr. Diaz es nivel 1 del SNI. El Dr. Larrea es
Reproduccion, el Dr. Aguilar es subjefe del departamento de|
artamento de Nefrologia del INCMNSZ y todos ellos son nivel 2
estigador, es profesor de Biologia Comparada de la FES [ztacala.

3. Instituciones participantes
Nombre y direceion de la o las instituciones participantes y
afiadir los datos del centro coordinador.

wreve deseripeian de en qué consistird su participacion. Para estudios multicéntricos

‘ 4. _Patrocinio

Todos los investigadores son del INCMNSZ. Va
México, D.F.

4a. Organismos patrocinadores
Nombre, direccion y teléfono de la o las organizaciones, ing

sco de Quiroga No. 15, Seceion XV Delegacion Tlalpan, C.P. 14000,

rituciones o laboratorios que aportarin recursos.

Proyecto [anciado en su totalidad (721,204 pes
Social. 2011-1, del CONACYT.

os) por el Fondo Sectorial de Investigacion en Salud y Seguridad

4b. Especificar si los investigadores recibe]
especifica en la investigacion.
En caso afirmanvo, describir.

n pago (monetario o en especie) por su participacion

Ninguno de los investigadores recibird pago

ilguno.

5. Marco teorico

Explicar detalladamente los fundamentos disponibles a la [écha en los que se basa el estudio gue se propone (sentido bioldgice, datos de
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experimentos en animales o en humanos):
a) antecedentes,

b) definicion del problema,

¢} justificacion

Antecedentes: Los Productos Finales de Glicosilacion Avanzada (AGEs, por sus siglas en inglés), son
estructuras moleculares complejas que se forman en la circulacion de los pacientes con diabetes no
controlada, como consecuencia del estado de hiperglicemia sostenida durante largos periodos de tiempo, por
interacciones no enzimaticas de la glucosa y otros azucares reductores, con los grupos aminos de las proteinas
séricas v de la matriz extracelular, fundamentalmente de los ¢rganos del sistema circulatorio y renal. Estos
cambios modifican las caracteristicas quimica-fisicas y por tanto las funciones de las proteinas glicosiladas y
a su vez de los organos afectados. En las ultimas décadas, la investigacion biomedica ha aportado gran
informacion en lo referente a la participacion de los AGEs en las complicaciones cardiovasculares y renales
de los pacientes diabéticos; y han sido considerados como un elemento que favorece de forma significativa el
proceso de envejecimiento acelerado y por tanto de las complicaciones cronicas de los pacientes diabéticos.
Los AGEs son estructuras que se forman lentamente por lo que requieren concentraciones elevadas de
glucosa sostenidas en el tiempo, por lo que cuando se forman reflejan mejor el deterioro prolongado del
estado de la glicemia y por tanto se asocia con dafos tisulares en periodos de tiempos largos. Aparentemente,
los AGEs pueden mantenerse en la circulacion hasta un ano después de su sintesis, y su actividad nociva de
entrecruzamiento con otras proteinas y de deposito en los tejidos, continda aan despu¢s de que las
concentraciones séricas de glucosa regresen a su valor normal como consecuencia de un tratamiento médico
efectivo. Por tal razon, los AGEs son sin duda alguna un mejor indicador del estado de control glicémico a
largo plazo y del dano acumulado en los tejidos del paciente diabético.

Definicion del problema: Conocer las concentraciones séricas de AGEs en el paciente diabético, constituira
una herramienta de gran utilidad para el control de la enfermedad y la prevencién de las complicaciones
cardiovasculares y renales de los pacientes diabéticos; asi como contribuird a la disminucion de la incidencia
de muerte de estos pacientes debido a las complicaciones propias de la enfermedad. A pesar de ello, debido a
complicaciones metodologicas, aiin no se cuenta con un método comercial para medir de forma confiable, las
concentraciones circulantes de AGEs, que permita establecer su relacion con el nivel de gravedad de las
complicaciones asociadas a la Diabetes Mellitus. La falta de preparaciones estandares de referencia, asi como
dificultades pricticas para la generacion de anticuerpos especificos contra AGESs, han sido el talon de Aquiles
para poder contar con una metodologia confiable de uso rutinario para el monitoreo de las concentraciones
circulantes de AGEs. Esto es debido a que los AGEs son mezclas complejas de estructuras moleculares
diversas, con diferentes velocidades de formacion y capacidad de emitir fluorescencia o realizar
entrecruzamicentos con ofras proteinas. Por tal razon algunos AGEs sintetizados “in vitro” en grandes
cantidades no han mostrado tener valor diagnostico, mientras que otros. en los que si se ha visto una relevante
asociacion con el estado metabolico del paciente diabético y pudieran ser utilizados como marcadores
biologicos, poseen poca capacidad inmunogénica, por lo que se hace dificil la produccion de anticuerpos
especificos.

Justificacion: En los dltimos afios, después de haber probado diferentes procedimientos quimicos y ensayado
varios esquemas de inmunizacion, nuestro grupo de trabajo ha desarrollado una metodologia apropiada para
la sintesis quimica de AGEs, que reproduce a escala de laboratorio, los procesos que normalmente ocurren en
la sangre de los diabéticos. También hemos logrado desarrollar una metodologia efectiva para producir
anticuerpos especificos contra AGEs con valor diagnéstico para el monitoreo del paciente diabético. Por ello,
iniciamos la validacion de un Radioinmunoanalisis especifico para medir AGEs en sucro. Los resultados
preliminares son muy alentadores; hemos evaluado un grupo inicial de 50 individuos no diabéticos y 50
mndividuos diabéticos con daio renal, y observamos que en promedio los individuos controles tienen 311 =
165 pUAF/mL mientras que los pacientes diabéticos tienen concentraciones de 5828 + 3276 pUAF/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 tienen una mayor dispersion, probablemente asociada al
nivel de dafio y/o al tiempo de evolucion de la diabetes.




En el presente trabajo nos proponemos reflizar la produccion de cantidades suficientes de anticuerpos

policlonales anti-AGE, que nos permita no

solo terminar la validacion de nuestro método analitico. sino

contar con cantidades suficientes para lleval a cabo la evaluacion de la relacion entre las concentraciones
circulantes de los AGEs y el grado de comiplicacion de los pacientes diabéticos, con el fin de establecer
valores de corte a los que se asocien las co:éplicacimws cronicas de la diabetes tales como la retinopatia, la

nefropatia, la angiopatia, etc.

Poder contar con un método como este, nps pondria a la vanguardia del diagnostico preventivo de las

complicaciones cronicas de la diabetes.

6a. Hipotesis

Detinido como un enunciado comprobable acerea de Ta relad

ion entre una variable dependiente y ung variable independiente.

{recondar gue los conceptos de “hipatesis nula”, “hipdtesis alterna” ke relacionan al andhsis estadistico por lo que NO deben incluirse en este rubro)

Los pacientes diabéticos tienen concentraciorn
complicaciones cronicas y/o con el tiempo de

es circulantes elevadas de AGEs y se asocian con el grado de las
evolucion de la diabetes mellitus.

6b. Objetivos.

Aquellos que se esperan obtener puntualmente en el estudio l especilieados come objetivo general v objetivos especiflicos

Desarrollar y validar un inmunoensayo para la cufintificacion de productos finales de glicosilacion avanzada y evaluar
su valor diagnostico para predecir las complicacignes crénicas de la Diabetes Mellitus.

7. Metodologia: Diseiio general.
Describir ¢l disefio general del estudio v, si ¢s pertinente, esy
a) Disefio del estudio: deseribir sies aleatorio/mo aleatorio, d
(placebo, medicamento activo), periodo de lavado,,
b} Deseripeidn de la maniobra o intervencion

¢) Tamafio de muestra (7 de pacientes a incluir; justificar el ¢
d) Mecanismo de asignacion del tratamiento (aleatorio/abier
¢) Grupos de tratamiento vy

1) Duracidn del seguimiento individual

ecificar los siguientes puntos:
mitrolade, de cohorte, tipo de cegamienta (doble-clego, simple), tipo de controles

dleulod
1)

1) Se llevara a cabo la produccidn de anticuery
conejo en borregos, para producir cantidades sul’
para la medicion de AGEs en suero.
a) Para esto sintetizaremos AGEs sobre la moléd
con glucosa a 37°C en condiciones de oscuridad
seran sometido a un procedimiento de reduccid
cromatografia de afinidad para aumentar su activ
b) Una vez caracterizada la preparacion de 4
especificos en congjo machos: Para esto, 300 ug
Freund por una tinica vez y 15 dias después lo
adjuvante incompleto de Freund una vez al mes ¢
altos titulos posibles. Los titulos de anticuerpd

os policlonales anti-AGLs en conejos y de anticuerpos anti-IeG de
cientes de reactivos primarios para la validacion del inmunoensayo y

ula de albiimina sérica bovina (BSA) por incubacion durante 90 dias
y esterilidad. Una vez terminado el periodo de incubacion los AGEs
n quimica, dializados 3 dias contra PBS pH, 7.2 y purificados por
dad especilfica.
\GEs por Nuorescencia, sera empleada para producir anticuerpos
de AGE-BSA serd inoculado mezelado con adjuvante completo de
5 conejos seran restimulado con 250 ug de AGE-BSA mezelado en
urante 6 meses. para lograr respuestas de alta especificidad y los mas
s seran monitoreados 135 dias después de cada inmunizacion, por

sangrado de las venas de la oreja de los anir

ales, teniendo en todo momento el cuidado de no estresarlos, ni

lastimarlos innecesariamente. Todo el personal igvolucrado en ¢l manegjo de los animales esta entrenado y cuanta con
experiencia de mas de 20 anos en este tipo de mahipulaciones. Debido a la baja respuesta inmunolégica que se logra en

los amimales de experimentacion contra los AGLES,

respondan y desechar los que no lo hagan, Pudies

se requiere un minimo de 10 conejos para poder seleccionar los que
do contar con cantidades adecuadas de antisueros para ser empleados

en la presente y las futuras investigaciones, ai como para su posible empleo en el monitoreo de los pacientes

diabéticos de nuestra institucion.




¢) Para la produccion del anticuerpo secundario necesario para la precipitacion del R1A, se aislaran las 1gG de conejo
de sueros de animales virgenes por precipitacion salina con sullato de sodio y se dializaran contra PBS durante 3 dias.
las 1eG de conejo serin utilizadas para inocular un borrego y producir anticuerpos anti-IgG de conejo. siguiendo un
esquema de inmunizacion similar al anterior pero ufilizando solamente adjuvante incompleto de Freund.

d) Cada mes se realizard ¢l marcaje de una alicuota de 10 ug de AGE-BSA con '™ para la preparacion del trazador
radivactivo necesario para el radioimmunoandlisis.

¢) Una alicuota del AGE-BSA caracterizado por fluoreseencia serd utilizado como curva estandar, para cllo ¢l AGE-
BSA serd diluido hasta establecer ¢l rango dinamico del ensayo.

2) Se completara la validacion del inmunoensayo: Radioinmunoensayo de competicion en fase liguda con
precipitacion por segundo anticuerpo (RIA), para garantizar la reproducibilidad de los resultados obtenidos.

a) Se establecera el rango dinamico del ensayo, vertficando ¢l rango de concentraciones donde el sistema analitico ¢s
capaz de tener una relacion dosis-respuesta adecuada.

b) Se establecerd la presion intra ¢ inter- ensayo.

¢) Se verificara la especificidad de los anticuerpos producidos al enfremtarlos a diferentes preparaciones de AGEs
distintas a la que se utilizdé para inducir su produccion en los animales de experimentacion. Asi como su posible
reactividad cruzada con estructuras que son cercanas a los AGEs pero que no lo son, como los productos de Amadoris
(hemoglobina glicostlada).

d) Se verilicard las posibles interferencias con.los altos niveles de lipidos, hemoglobina, bilirubinas entre otros
compuestos.

3) Como parte de la validacion del valor diagndstico de la medicion de los AGEs para predecir las complicaciones
cronicas de la diabetes:

a) Se tomard una muestra de sangre total en tubos con anticoagulante para la medicion de hemoglobina glicosilada y
verificar el estado hemidtico en general de los pacientes diabéticos. Se tomara un tubo para separar suero y realizar la
medicion de los pardmetros bioquimicos como glucosa, insulina, perfil de lipidos, ereatining, acido urico, AGEs, etc.
Para el caso particular de los pacientes diabéticos se evaluard la funcién renal a través de la medicion del indice de
depuracion de creatinina, para lo cual se tomard una muestra de orina de 24 horas.

4) Se realizard un estudio transversal comparativo de casos y controles no aleatorizado, para ello se realizara la
medicion de AGEs en poblacion supuestamente sana (individuos controles adultos no diabéticos de ambos sexos) y en
pacientes diabéticos fundamentalmente de nuestra institucion, Se parearan los grupos experimentales por edad v sexo.
Se establecerdn los valores de referencia para el grupo control y se evaluaran las concentraciones circulantes de AGES
en los pacientes diabéticos. Se establecerd una asociacion entre las concentraciones circulantes de AGEs y el grado de
las complicaciones cronicas en los pacientes diab¢ticos (fundamentalmente de la nefropatia, aunque queremos evaluar
pacientes con retinopatia diabélica, angiopatia diabética, diabéticos hipertensos; asi como otras complicaciones propia
de la diabetes como la disfuncion eréetil, entre otras). Sc considera evaluar al menos 1000 individuos controles y 1000
individuos con distintos tipos de complicaciones cronicas de la diabetes, fundamentalmente nefropatia diabética. Los
participantes seran reclutados por invitacion o caplados de otros proyectos de investigacion relacionados que estin
realizando en estos momentos los investigadores asociados a este proyecto, mismos que va han sido aprobados por el
comité de ¢tica en humanos. Los pacientes con diabetes serdn reclutados, [undamentalmente de entre los pacientes que
acuden regularmente a los servicios médicos de nuestra institucion.

8. Metodologia: Criterios de seleccion

a) Criterios de inclusidn (considerar que no participen en ofras investigaciones y unticoncepcion en caso necesario)

Criterio de inclusion para animales de laboratorio: animales adultos jovenes machos (conejos v horregos).




M'riturin de inclusion para humanos: Para el grupb control todos los individuos adultos (mavores de 25 afios) de ambos

con y sin complicaciones cronicas. Se tendra en

esle proyeclo.

sexos que no sufran de diabetes mellitus, n
voluntariamente acepten participar en el estudio;
a cabo los investigadores asociados a este proyec
En el grupo experimental se incluirin individuog

de alguna otra enfermedad metabolica cronica. Individuos que
asi como ofros participantes de otros estudios que actualmente Illevan
e

adulios (mayores de 25 afios) de ambos sexos con diabetes mellitus;
¢uenta el tiempo de evolucion de la diabetes, el tratamiento y el apego

al mismo, asi come la presencia o no de complidaciones cronicas. Estos pacientes seran reclutados fundamentalmente
de los pacientes propios de los departamentos de

nuestra istitucion cuyos responsables son investigadores asociados a

b) Criterios de exclusion

orto: amimales con bajo peso y muestras de enfermedad o mala

alimentacian,

momento de Ia toma de la muestra,

Criterio de exclusion para humanos: se excluirin

del grupo control los individuos que sin saberlo, presenten diabetes al

¢} Criterios de eliminacion (considerar embarazo en casoe negesario).

Criterio de eliminacion para amimales de laboratorio

animales que cuyo estado de salud se deteriare significativamente o que

Criterio de eliminacion:

seran eliminados del grupo control y pasado al grupo

Los individuos del grupo control que al momento de |

muestren sintomas de un estrés importantz, o cuyo sistéma mmunologico no responda de forma adecuada a las inmunizaciones.

toma de la muestra havan desarrollado diabetes sin ser de su conocimiento,
diabéticos.

9. Metodologia: Desenlaces y variab
u) Vanables/desenlaces principales a nvedir

b) Variables/desenlaces secundarios a medir

b Frecuencia de las mediciones,

) Criterios de éxito y fulla, on coso necesario y

) Estrategia de andlisis estadistico.

equipos mecinicos/clectronicos/cibemdéticos especiales; fo
validez, reproducibilidad y controles de calidad que se teng:

Cuando corresponda deben especificarse ¥ fundamentarse la

les

1éenicas, aparatos y/o instrumentos gue se utilizardn en la medicion (esto incluye
atos de evaluacion, cucstionarios, tablas de cotejo, ete.), sefialando los criterios de
de los mismos,

dosis-repuesta.
2) El rango de los controles de calidad internos
estandares.

menor de 5% y de 10% respectivamente.
Para la validacidn clinica del ensayao:

cercanas a la toma de la muestra,
4) Se establecerin las concentraciones séricas

diabetes.

3) La precision intra e inter-ensayo, se verificard

pudiendo establecerse su asociacion con ¢l grado

1) Se establecers el rango hineal del ensayo a traviés de transformaciones matemdticas de regresion logistica de la curva

Jse establecera por el valor de Ia medin mis menos dos desviaciones

por el coeficiente de variacion de los controles internos que debe ser

1) Se evaluardn ¢l estado metabélico de los partig¢ipantes de ambos grupos experimentales. Se realizard la medicion de
los pardmetros metabolicos entre ellos de gluco
como los valores de hemoglobina glicosilada y la
2) El grupo control (no diabéticos) se estratific
indice HOMA), asl como con y sin alteraciones eh el perfil de lipidos.
3) Para el caso del grupo experimental, se estra@ificard en individuos con o sin complicaciones cromicas, con valores
normales o anormales de hemoglabima giicmilmz

b, insulina, perfil de lipidos, creatinina, dcido rico. entre otras, asi
funcion renal (en el caso de los pacientes diabeticos).
ird en individuos con o sin resistencia a la insulina (medido por el

1 (que reflejan el grado de control del estado de la glucemia en fechas

de AGEs en los grupes de estudios, asi como en los subgrupos,
de control metabolico y de las propias complicaciones cronicas de la




3) Se utilizaran prucbas de comparacion de medias entres grupos pareados, por edad y sexo. Se realizaran estudios de
asociacion entre las variables bioquimicas, el grado de las complicaciones cronicas de la diabetes y las concentraciones
circulantes de AGEs, a través de andlisis de correlacion y modelos de regresion lineal multiple estratificados.

10. Riesgos y beneficios del estudio

a) Molestias generadas por ¢l estudio (en caso de tomas de sangre, anotar el nimero total de punciones, la cantidad de sangre por puncién y/o
total v la frecuencia de las punciones.)

b) Riesgos potenciales (presencia de complicaciones o efectos adversos, considerar interacciones medicamentosas, considerar efectos psicoldgicos
de los métodos de evaluacion, v.gr.: encuestas sohre temas sensibles),

¢) Métodos de deteecion de los riesgo anticipados.

d) Medidas de seguridad para el diagnistico oportuno y prevencion de los riesgos..

¢) Procedimientos a seguir para resolver Jos riesgos en caso de que se presenten.

) Beneficios directos esperados.

) Beneficios indirectos esperados.

h) Ponderacidn general de riesgos contra beneficios del estudio propuesto,

a) Molestias generadas por el estudio:

Para ¢l caso de los animales de experimentacion: Se manejaran con cuidado y respeto a los animales de
experimentacion, velando que durante su alojamiento en ¢l bioterio de nuestra institucion estén bien cuidados,
alimentados, limpias sus areas y con un adecuado control de temperatura. Solo se manejaran por personal
capacitado. Se uwtilizaran anestésicos durante las etapas de sangrado, se velara que las afectaciones cutineas
que s¢ producen durante los procesos de inmunizacion sean minimas y que sean atendidas medicamente si
fuera necesario. Para esto solo emplearemos ¢l adjuvante completo de Freund solo una vez para potenciar la
respuesta inmune, esto por ser altamente necesario debido a la baja respuesta que se produce contra los AGEs
en los animales de experimentacion, debido al bajo grado de inmunogenicidad de los mismos.

Para ¢l caso de los humanos: Los participantes deberan trasladarse a nuestra institucion para la toma de
muestra como acostumbran a hacer en sus citas de laboratorio. La toma de muestra se realizard una unica vez,
por personal altamente entrenado a fin de minimizar las molestias y traumas durante la toma de muestra se
sangre.El grupo control se conformara fundamentalmente de individuos no diabéticos que laboran en oficinas
del gobierno. Para ello personal capacitado del departamento de diabetes de nuestra institucion acudira a las
mencionadas oficinas para tomarles la unica muestra de suero.

b) Riesgos potenciales: La toma de la muestra se hara con equipamiento nuevo para evitar contagios. Se tendré
mucho cuidado en no generar danos en las venas, ni hematomas cn los pacientes v en los animales de
laboratorio.

¢) Mctodos de deteecion de los riespos anticipados: Se estard observando diariamente los animales de
experimentacion para detectar cualquier cambio en su conducta y estado de salud, que pudiera afectar su
capacidad de responder adecuadamente a las mmunizaciones. Para el caso de los humanos. ¢l personal pondra
toda la atencion durante la toma de muestra para evitar las posibles molestias que se pudieran ocasionar.

d) Medidas de seguridad para ¢l diagndstico oportuno y prevencion de los riesgos: Para ¢l caso de los animales de
experimentacion, una vez detectado cambios en la conducta del animal, que estuvieran muy estresados o
perdiendo peso, se suspendera temporalmente el esquema de inmunizacion hasta su recuperacion general. para
cllo los animales serdn visitados diariamente por personal involucrade en el estudio. Para el caso de los
humanos, se pondré atencion durante la toma de la muestra de sangre a fin de no inducir daiios al paciente. Si
se dificultar la toma de muestra (por un estado de estrés incrementado del paciente que dificulte acceder a sus
venas), s¢ interrumpird si se reprogramara al paciente para otra fecha.

¢) Procedimientos a seguir para resolver los riespos en caso de que se presenten: Para el caso de los animales, se
suspendera temporalmente el esquema de inmunizacion. Para el caso de los humanos, se reprogramara otra cita
para un nuevo intento de toma de muestra.

[} Benelicios directos esperados: 1) Se completara el desarrollo de una metodologia propia y confiable para la
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medicion de los productos finales de gli

rosilacion avanzada en los pacientes diabéticos. 2) Se establecera los

valores de referencia para individuos cdgntroles no diabéticos, y diabéticos sin y con complicaciones. 3) Se

establecera la asociacion entre las cor
complicaciones eronicas de la Diabetes.
Beneficios_indirectos esperados: Se pc

-

centraciones circulantes de AGEs y los diferentes grados de las

drd contar con una metodologia propia confiable (no existe una

comercialmente disponible) que nos perthitird estar en la vanguardia de la investigacion de la participacion de
los AGEs en los procesos patofisiologicos de la Diabetes Mellitus.

Ponderacion general de riesgos contra b

por muchos, mayores a los riesgos del

eneficios del estudio propuesto: Los beneficios de este proyecto son
mismo. Con el debido cutdado y respeto en el tratamiento de los

animales de laboratorio se podrin prodicir cantidades adecuadas de anticuerpos para ser empleados en la
medicion de los productos finales de gli¢osilacion avanzada en los pacientes diabéticos. Contribuyendo a una

mejor evaluacion y seguimiento de las ¢
de sangre y de orina, se podra evaluar el

ymplicaciones erdnicas de la Diabetes Mellitus.Solo con una muestra
estado metabolico del paciente diabético y establecer su relacion con

las concentraciones circulantes de AGLs. Lo que arrojard informacion muy valiosa acerca de su estado de

salud con un minimo de riesgo.

11. Costos

a) Especificar costos (directos/indirectos, monetarios, en tiei
del estudio, Especificarsi las consultas, examenes de labora
serin o no-cubiertos por el paciente/sujeto de investigacion,
bh) Especificar lus compensaciones que se ofrecerdn (reposic
alimentacion, estancia, ete).

¢) Especificar los incentivos que se ofrecerin en caso gue o

ipo de participucion, visitas/traslados) que la investigacion genere para los sujetos
orio/gabinete v trutamientos medicos/quirargieos, generados con motivo del estudio
Declaracion sobre quien va a cubrir dichos costos,

on de gastos incurridos por fa participacion en el estudio: v.gr.: pago de transporte,

prresponda (se entiende incentivo como un ofrecimientos o influencia que compele a

realizar una accion sin que implique una desviacion importafite con nuestro plan general de vida; v. gre: dar un libro por haber participado)

Nota: Una compensacion/incentivo fuerd de proporcion se ¢

nsidery una actitud coercitiva.

La presente investigacion solo generard gastos en los sujetos del estudio en lo referido a su traslado a las instalaciones

del instituto (en el caso de los pacientes diabé

icos). Para el caso del grupo control se ird a sus sitios laborales a

conseguir la muestra de sangre por lo que ni sighiera tendran que movilizarse. Todos los costos de las mediciones de

los parametros metabolicos serdn cubiertos pa
compensacion o incentivo a los participantes.

v el financiamiento dado por el CONACYT. No se dard ninguna
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13. Consentimiento Informado

Se entiende el Consentimiento Informado como todas aguellas acciones que promueven un proceso de comunicacion y

diglogo que le fucilitan a una persona tomar decision

es respecte de una accion, practica o producto que repercute en su cuerpo,

en su intimidad o en otros espacios vitales. Se le transfiere informacién al sujeto de investigacion con el objeto de permitirle

tomar una decision auténoma en cuanto a la partic
instrumenta a traves del diilogo con el sujeto v se ¢

pacién o no en un proyecto de investigacion clinica. Este proceso se
ocumenta mediante un escrito institucionalizado (en hoja membretada

del [nstituto) v tomando en cuenta los lineamicntos aceptados para este:

13a. Hoja de Informe al Paciente para partici
Deberi elaborarlo por eserito el investigador prineipal, utili:
Usted padece... y par este mativo le invitamos a pariicipar..
expliquen lomismo un nivel arriba y un nivel abajo del niv
Esta Hoja de Informe debe incluir, pero no limitarse a, lossi
La deseripeion ¢lara de la justificacion y objetivos de |z invy
experimentales, molestias o riesgos esperados v beneficios

ar en el estudio (anexar cn hoja aparte).

ar lenguaje en segundu persona entendible parael sujeto en investigacion (v.ar.:
ete.). Se recomienda el uso de lenguaje multinivel entendiendo este como frases que
de comprension csperado para el sujeto gue se va a incluir. Entregarle una copia
wiente:

stigacion, procedimiontos que vayan a usarse, aspectos del estudio que sean

ue puedan obtenerse.




Los tratamientos o procedimientos alternativos.

Las responsabilidades del paciente y del médico, incluyendo la garantia de proporcionar respuesta a cualquier pregunta y/o aclaracion s cerca del
protocolo de investigacion.

Lus compensaciones en érminos de salud. farmacos, economicas (no deberd mancjarse como remuneracion por la donacion de algan Organo o
tefido, sino como donative por la participacian como sujeto de investigacion) , ete., producidas por su participacion en ¢l estudio y en caso de
presentarse algan efecto adverso,

Los costos de su participacion, la disponibilidad de tratamiento médico en casos de que se presenten daios que lo ameriten. directamente
causudos por la investigacion.

La garantia de confidencialidad, de participacion veluntaria y de poder rehusar a participar o retirarse en cualquier momento, sin perder sus
beneticios como paciente del Instituto o ser penalizado,

Las razones por lus que podria terminar el estudio.

El nombre v teléfono del investigador a curgo

El nombre v eléfono de fa persona que pucda responder preguntas o informes ulteriores a cerca de aspectos ¢ticos.

b. Carta de Consentimiento Informado (anexar en hoja aparte).

sty corresponde o lu declaracion del paciente con respecto de su participacion cn el proyecto por lo que se elabora en primera persona (v.gr. yo
fulano de tal estoy enterado del proyecto... ete,). Se extenderd por duplicado, en papel membretado del INCMNSZ, quedando un gjemplar en
poder del sujeto de investigacion o de su representante legal y otra en poder del investigador, Esta Carta debe incluir, pero no limitarse a, lo
sigienty

Que ¢l paciente ha recibido informacion clara y por escrito,

Que se han stendido todas sus dudas ocerca de la participacion en el protocolo (poner titulo, es indispensable anotar el titulo preciso pars cada
protocala).

Que conoce los riesgos. beneficios v responsabilidades denvadas de su participacion,

Que aceplo participar de maner voluntana y que se gorantizard [n confidencialidad de la investigacion.

Que podra retirarse en cualquier momento, sin perder sus beneficios como paciente del Instituto o ser penalizado,

El nombre y firma del sujeto de investigacion o su representartte legal.

El nombre v firmu de DOS testigos y la relocion que estos tengan con el sujeto de investigacion.

Ll nonibre y firma del investigador que obtiene el consentimiento,

Fecha en la que se obtuvo el consentimiento informadeo.

Abrir archivos CHBIH 02 HOJA DE INFORME.DOC y CHBH 03 CARTA DE CONSENTIMIENTO.DOC para
elaborar ¢l consentimiento informado. Una vez elaborado, guardar anteponiendo el Namero de Registro del proyecto

de tal manera que el nuevo archivo quede guardado como ##4#CIIBH 02 HOJA DE INFORME.DOC y ####CIIBH

03 CARTA DE CONSENTIMIENTO.DOC (donde #### = nimero de registro del CIIBH): vy anexar hoja aparte.

14. Declaracion de los investigadores

Coprar ¢ imprimir este declaracion en hoja con membrete del Instituto

Abrir archivo CHIBH 04 DECLARACION DE INVESTIGADORES para IMPRIMIRLA y que sea [irmada por
todos y cada uno de los participantes en ¢l proyecto propuesto. Anexar dicha hoja al Formato de Evaluacion impreso
entregado.

15. Resolucion del Comité

Esta seccion es dnicamente para conocimiento de los investigadores: Los proyectos seran revisados por cada uno de los miembros del Comité. La
evaluacion formal y su resolucion serdn realizadas por el Comité en sesion plenaria. La discusion que se dé podra generar Observaciones y/u
Objeciones mismas que redundarin en el Dictamen ¢l cual podrd ser Aprobatorio, No Aprobatorio o Pendiente.

15a. Observaciones
Son puntos detectados en el provecto gue generan duda o ameritan aclarmeien pero que se considera NO afectan b estructun cientificn/étiea del mismo

15b. Objeciones

Son puntos detectados en ¢l provecto que generan duda o ameritan aclarcion v se considera que S1afectan b estructun cientilica/etica del nusmo v amentan
explicacion, contestacion, aclameidn, modificacion y/o jusuficacion pam continuir su evaluacion v Hlegar o una iesolucion

15¢. Dictamen
Aprobado

Se entregara Carta de Aprobacion de Provecto ¢f cual procedeni o termimar su

registro institucional y podia ser iniciado.
En auso de existir Observaelomes debenin ser contestadas por el investigado




Pendiente o en proceso

principal.

No aprobado
El proyecio presentia Objeciones formales de cardcter cientifico o dico que

impiden su aprobacion. Podik ser modificado v vuclio a prisentar mediante ung
mieva Soliciud de Revision

El Comite no Hego a un Dictamen definide ya que ¢l proyedto presenta
Observirciones/ Objeciones gue amertan explicacion, contegtacion, gcliscacion,
modificagion yio justificacion par coptinuir su evalusaion v Hegat o una

resolucion. Se entregind una cana con ks Observaciones’Objeciones v se

continuard la evaluacion en cuano sean contestadus
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biologicos, poseen poca capacidad inmunogénica, por lo que se hace dificil la
produccion de anticuerpos especificos.

En los udltimos anos, después de haber probado diferentes procedimientos
quimicos y ensayado varios esquemas de inmunizacion, nuesitro grupo de trabajo
ha desarrollado una metodologia apropiada para la sintesis quimica de AGEs, que
reproduce a escala de laboratorio, los procesos que normalmente ocurren en la
sangre de los diabéticos. Tambien hemos logrado desarrollar una metodologia
efectiva para producir anticuerpos especificos contra AGEs con valor diagnostico
para el monitoreo del paciente diabetico. Por ello, iniciamos la validacion de un
Radioinmunoanalisis especifico para medir AGEs en suero. Los resultados
preliminares son muy alentadores;, hemos evaluado un grupo inicial de 50
individuos no diabéticos y 50 individuos diabéticos con dano renal, y observamos
que en promedio los individuos controles tienen 311 £ 165 pUAF/mL mientras que
los pacientes diabéticos tienen concentraciones de 5828 + 3276 pUAF/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 tienen
una mayor dispersion, probablemente asociada al nivel de dano y/o al tiempo de
evolucion de la diabetes.

En el presente trabajo nos proponemos realizar la produccion de cantidades
suficientes de anticuerpos policlonales anti-AGE, que nos permita no solo terminar
la validacion de nuestro método analitico, sino contar con cantidades suficientes
para llevar a cabo la evaluacion de la relacion entre las concentraciones
circulantes de los AGEs y el grado de complicacion de los pacientes diabéticos,
con el fin de establecer valores de corte a los que se asocien las complicaciones
cronicas de la diabetes tales como la retinopatia, la nefropatia, la angiopatia, etc.

Poder contar con un meétodo como este, nos pondria a la vanguardia del
diagnostico preventivo de las complicaciones cronicas de la diabetes.

“Desarrollo y validaciéon de un inmunoensayo para la cuantificacion de productos finales
de glicosilacion avanzada: evaluacion de su valor diagnostico para predecir las
complicaciones cronicas de la Diabetes Mellitus”,

Dr. Eulises Diaz Diaz. SALUD-2011-1-161976.

25 de mayo de 2011
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Objetivos y Metas:

Objetivo General.

Desarrollar y validar un inmunoensayo para la cuantificacion de productos finales
de glicosilacion avanzada y evaluar su valor diagnostico para predecir las
complicaciones cronicas de la Diabetes Mellitus.

Resultados Esperados.

1) Completar el desarrollo de una metodologia propia y confiable para la medicion
de los productos finales de glicosilacion avanzada en los pacientes diabéticos.

2) Establecer valores de referencia para individuos controles no diabéticos, y
diabéticos sin y con complicaciones.

3) Establecer la asociacion entre las concentraciones circulantes de AGEs vy los
diferentes grados de las complicaciones cronicas de la Diabetes.

Los resultados esperados corresponden a las metas que se quieren obtener.
Para esto, el proyecto sera dividido en tres etapas con una duracion de un
ano por cada etapa, segun el siguiente cronograma de actividades.

Metodologia:

Etapa 1: Desarrollo y validacion del método analitico para medir AGEs
(primer ano).

Actividades especificas.

1) Produccion de anticuerpos anti-AGE: Todos los procedimientos de cuidado
y manipulacion de los animales empleados en el protocolo, se apegaran a
las recomendaciones emitidas por la Comision de Etica en Investigaciones
en Animales de nuestra institucion, en este y olfros protocolos en los que
hemos utilizado estos procedimientos de inmunizacion y sangrado de
animales de laboratorio.

“Desarrollo y validacion de un inmunoensayo para la cuantificacion de productos finales
de glicosilacion avanzada: evaluacién de su valor diagnostico para predecir las
complicaciones cronicas de la Diabetes Mellitus”.

Dr. Eulises Diaz Diaz. SALUD-2011-1-161976,
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a) Para ello se inmunizaran al menos 10 conejos con una preparacion de
AGE-BSA sintetizada, purificada por cromalografia de afinidad en
Affigel-Blue y caracterizada por fluorescencia en nuestro laboratorio. Se
realizara un esquema de inmunizacion ya probado (esquema de
hiperinmunizacion prolongada) que consiste de una inmunizacion inicial
con 800 pg de AGE-BSA disueltos en 1 mL de adyuvante completo de
Freund y a los 15 dias otro estimulo con 800 upg/mL en adyuvante
incompleto de Freund. Posteriormente, los animales se inmunizaran una
vez al mes con 400 pg/mL de AGE-BSA en adyuvante incompleto de
Freund durante 6 meses, para lograr los mejores titulos posibles de
anticuerpos.

b) Los anlicuerpos policlonales seran doblemente purificados por
cromatografia de afinidad: (1ro. Se eliminaran los anticuerpos anti-BSA
por cromatografia en Affigel-BSA; 2do. Se recuperaran los anticuerpos
especificos anti-AGE por cromatografia en Affigel-AGE-BSA).

2) Preparacion del reactivo de precipitacion: Produccion de anticuerpos
secundarios anti-lgG de conejo en borrego. Para ello ya contamos con
borregos pre-inmunizados, que debemos estar re-inmunizando y sangrando
periddicamente para obtener los anticuerpos necesarios.

3) Preparacion del frazador radioactivo: para ello, se marcara una alicuota de
20 ug de AGE-BSA, con 1 mCi de 1'® por el método de Cloramina T (cada
mes para tener reactivo fresco).

4) Titulacion de los anticuerpos especificos: Los anticuerpos especificos anti-
AGE seran titulados para determinar la dilucién de trabajo. Para ello se
escogera la dilucion de los anticuerpos que sea capaz de unir entre el 25-
35% de una cantidad de AGE-BSA-marcada con de I'** con una actividad
de 25 000 CPM/100 pL.

5) Normalizacion del ensayo analitico: Se normalizara un radioinmunoensayo
(RIA) de competicion en fase liquida por precipitacion por el método de
segundo anticuerpo.

6) Evaluacién de interferencias analilicas: para ello se evaluara la capacidad
de afectacion del resullado esperado que pudieran ejercer altas
concentraciones de colesterol, triglicéridos, bilirrubinas, hemoglobina, entre
olros.

"Desarrollo y validacion de un inmunoensayo para la cuantificacion de productos finales
de glicosilacibn avanzada: evaluacion de su valor diagnostico para predecir las
complicaciones cronicas de la Diabetes Mellitus”,

Dr. Eulises Diaz Diaz. SALUD-2011-1-161976.
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7) Evaluacion de la especificidad de los anticuerpos anti-AGEs producidos: Se
verificara la capacidad de nuestros anticuerpos de reconocer
especificamente las estructuras de AGEs, independientemente de la
proteina sobre la cual se hayan formado. Para esto evaluaremos su
capacidad de reconocer otros AGEs sintéticos que hemos desarrollado
tales como: AGE-RNAsa y AGE-HSA.

8) Evaluacion de |la precision del ensayo: Se llevara acabo el analisis de
repetibilidad y reproducibilidad entre otros.

9) Simultaneamente a la validacion del método analitico, comenzaremos con
el reclutamiento de los pacientes controles (minimo 2000 individuos),
diabéticos sin (minimo 1000 individuos) y con complicaciones cronicas
(minimo 1000 individuos) y se iniciara la evaluacion bioquimica de las
muestras de suero. Para esto se llevarda a cabo la medicién de la
hemoglobina glucosilada, la glucemia, la insulinemia, el perfil de lipidos, los
valores de creatinina, el indice de filtrado glomerular (por el método de
depuracion de creatinina) y las concentraciones séricas de acido Urico, etc.
de estos individuos.

Etapa 2: Establecimiento de los valores de referencia para individuos
controles no diabéticos, y diabéticos sin y con complicaciones (segundo
ano).

Actividades especificas.

1) Durante esta etapa se llevara a cabo la mayor actividad de reclutamiento de
los pacientes controles y diabéticos sin y con complicaciones cronicas. Para
esto contamos con la colaboracion activa de los departamentos de Diabetes
y de Nefrologia de nuestra institucion.

2) Simultaneamente al reclutamiento de los sujetos, se continuara la
evaluacion biogquimica de las muestras biologicas, asi como la evaluacion
de los expedientes clinicos de estos pacientes a fin de definir el grado de
sus complicaciones metabodlicas y la presencia o no de enfermedades
acompanantes de la diabetes, tales como la hipertension arterial y las
alteraciones del metabolismo de los lipidos.

“Desarrollo v validacion de un inmunoensayo para la cuantificacion de productos finales B
de glicosilacion avanzada: evaluacion de su valor diagnéstico para predecir las
complicaciones cronicas de la Diabetes Mellitus”,

Dr. Eulises Diaz Diaz. SALUD-2011-1-161976.
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3)

4)

Se iniciara la medicion de las concentraciones circulantes de AGEs en los
individuos reclutados, organizandolos en tres grupos. Grupo 1: Controles;
Grupo 2: Pacientes Diabéticos sin complicaciones; y Grupo 3: Pacientes
Diabéticos con complicaciones crénicas.

Se podra establecer valores de referencias para las concentraciones
circulantes de AGEs para cada uno de los tres grupos estudiados.
Inicialmente el grupo de pacientes diabéticos con complicaciones crénicas
estara conformado fundamentalmente por pacientes con nefropatia
diabética.

Posteriormente podremos extender este grupo con pacientes que sufren
olros tipos de complicaciones cronicas, como la angiopatia, la retinopatia y
la neuropalia diabética, en funciéon de {uturos acuerdos con otros
departamentos de nuestra institucion en el marco de este macro proyecto
de investigacion.

Etapa 3: Establecimiento de la asociacion entre las concentraciones
circulantes de AGEs y los diferentes grados de las complicaciones cronicas
de la Diabetes (tercer ano).

Actividades especificas.

1)

2)

5)

Durante esta etapa se concluird la actividad de reclutamiento de los
pacientes controles y diabélicos sin y con complicaciones cronicas.
Simultaneamente al reclutamiento de los sujetos, se continuara y terminara
la evaluacion bioquimica de las muestras biologicas, asi como la evaluacion
de los expedientes clinicos de estos pacientes a fin de definir el grado de
sus complicaciones metabolicas.

Se continuara y terminara la medicién de las concentraciones circulantes de
AGEs en los individuos reclutades para completar la evaluacion de los
valores de referencia para las concentraciones circulantes de AGEs en
cada uno de los tres grupos estudiados.

Se realizara un analisis exhaustivo de la asociacion entre las
concentraciones circulantes de AGEs con el tiempo de evolucion de la
diabetes, los tipos de ftralamientos que han recibido, el grado de
complicacién cronica, el dario sistémico, su asociacion con otras patologias
co-manifestadas con la diabetes como la hipertension arterial, etc.

Se verificara la especificidad de la determinacién de AGEs para distinguir
pacientes con nefropatia diabélica de otros pacientes con otros tipos de
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nefropatias no diabéticas, donde se espera que las concentraciones
circulantes de AGEs sean normales.

Productos entregables:

Como resultados de este proyecto de investigacion:

1) Se podra completar la validacion de un método propio y confiable para la
medicion de productos finales de glicosilacion avanzada (AGEs) que nos pondra
en ventaja cientifica, ya que nos permilira medir los AGEs a los pacientes
diabéticos y verificar el riesgo que tienen en un momento dado de desarrollar las
complicaciones propias de |a diabetes.

2) Esto nos permitira estar en condiciones de realizar otros estudios basicos en
relacion a la participacion de los AGEs en otros tipos de patologias como el
Alzheimer, Neuropatia, y Disfunciones sexuales, lo que permitira en un futuro
cercano incrementar la cooperacion con otros grupos de trabajo gue no cuentan
con esta importante herramienta de analisis.

3) Se podra llevar a cabo la formacion de recursos cientificos jovenes, a traves de
tutoria de tesis de Licenciatura, Maestria en Ciencias, Especialidad y/o Doctorado.

4) Se podran compartir los resultados obtenidos con la comunidad cientifica en
congresos nacionales e internacionales.

5) Se podra realizar la publicacion de articulos cientificos en revistas de alto
impacto cientifico.

6) Con un minimo de presupuesto, una vez completada la validacion de todos los
procedimientos, estariamos en posicion de mantener la produccion de los
reactivos biolégicos y por tanto la capacidad de analisis que pudiera y debiera ser
incorporada a la rutina diaria de nuestra institucion, contribuyendo a que siga
siendo una referencia en el diagnostico y manejo del paciente diabético.

7) Asi mismo estariamos en posicion de maquilar a otras instituciones del sector
salud o en su defecto de transferir la tecnologia actualmente en desarrollo por
nuestro laboratorio.

8) Este método analitico ayudara a predecir las complicaciones cronicas propias
de la diabetes, lo que permitira una mejor toma de decisiones de los médicos para
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evitar tratamientos costosos para iratar las complicaciones, tales como los
procedimientos de hemodialisis una vez dafado el rinon.

Grupo de trabajo e infraestructura disponible:
El grupo de trabajo esta integrado por:

1) El Doctor en Ciencias: Eulises Diaz Diaz. (Responsable técnico del
proyecto):

a) Es graduado de la Licenciatura en Bioquimica de la Universidad de la
Habana, Cuba.

b) Como recién graduado, trabajo como Especialista en Aseguramiento y
Control de la Calidad de la Industria Bio-farmacéutica. Donde se
especializo en el area de purificacion y caracterizacion de anticuerpos
monoclonales y policlonales.

c) Posteriormente se gradud de la Maestria en Inmunclogia Molecular en
el Centro de Inmunologia Molecular de la Habana, Cuba.

d) Fue profesor del curso practico de Inmunologia de la Facultad de
Biologia de la Universidad de la Habana, Cuba por tres anos.

e) Trabajo en el Departamento de Diabetes del Instituto Nacional de
Endocrinologia y Enfermedades Metabolicas de la Habana, Cuba por 6
anos, donde era parte del Grupo de Desarrollo de Melodologias
Analiticas, por lo que ha acumulado gran experiencia en las areas de
produccion de anticuerpos, de inmunoguimica y en la validacion de
meétodos inmuno-analiticos incluidos: RIA, IRMA, DELFIA, ELISA en
placas, ELISA en tubos con separacion magnética, etc.

f) Es graduado del Doctorado en Ciencias de la Facultad de Ciencias de la
UNAM.

g) Es Profesor Acreditado de Ciencias Basicas de la Escuela de Medicina
del TEC de Monterrey.

h) Es Investigador en Ciencias Médicas “C" del Departamento de Biologia
de la Reproduccion, del INCMNSZ.

1) Es miembro del Sistema Nacional de Investigadores, Nivel I.

J) Cuenta con todo el apoyo logistico y el entrenamiento en lo referido al
uso del Bioterio para la produccion de anticuerpos, asi como los equipos
para purificar los anticuerpos, y demas tecnologias necesarias para

‘Desarrollo y validacion de un inmunoensayo para la cuantificacion de productos finales
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validar el radioinmunoanalisis, tales como centrifugas y contadores de
radiaciones.

k) Esta acreditado ante la Comision Nacional de Energia Nuclear y
Salvaguardias de México, como Personal Ocupacionalmente Expuesto
(POE) a la Radiacion, por lo que cuenta con la licencia vigente, al igual
que nuestra institucion para el manejo del material radioactivo necesario
para la realizacion de la tecnica de RIA.

[) Anteriormente, ha participado en el desarrollo y validacion de varios
métodos inmuno-analiticos para la cuantificacion de hormonas y de
otras proteinas de interés diagnostico tales como: FSH, LH, Prolactina,
HCG, GH, insulina, HSA y beta-2-microalbuminuria, entre otras.
Sistemas analiticos que fueron ulilizados en el diagnostico de rutina en
instituciones de salud publica de Cuba durante varios afos.

2) El Maestro en Ciencias: Mario Cardenas Leon.

a) Es graduado de la Licenciatura en Biologia y de Maestria en Ciencias
por la UNAM.

b) Es profesor de Fisiologia Comparada de la FES Iztacala.

c) Es investigador en Ciencias Médicas “C" del Departamento de Biologia
de la Reproduccion del INCMNSZ.

d) Conjuntamente con el Dr. Eulises Diaz Diaz (el Responsable Técnico
del Proyecto), participé durante la década de los 90 en el Programa
Regional de la OMS: Cuba-México, que era una parte integral de un
programa internacional conocido como Human Reproduction Program,
que tuvo la intencion de favorecer el desarrollo cientifico en areas
relacionadas con la produccion de reactivos inmunolégicos y el
desarrollo y validacion de métodos analiticos para ser empleados en la
cuantificacion de hormonas del sistema reproductivo. Por tal razon, el
Maestro Mario Céardenas cuenta con una gran experiencia en esta area
de la investigacion biomédica.

e) Participara de forma activa en la validacion del método analitico, para la
cuantificacion de AGEs, asi como en la medicion de las concentraciones
circulantes de insulina.

f) Participara 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 consentimiento informado, segun o
reglamenta la Comisién de Etica para la Investigacion Biomédica en
Humanos de nuestra institucion. La toma de muestra consistira en un
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solo tubo rojo para separar suero y medir los parametros metabolicos
antes mencionados y se realizara segun todas las recomendaciones de
esta comision y las buenas practicas de operaciones.

3) EIDr. Carlos Alberto Aguilar.

4)

a)
b)
C)
d)

e)

f)

)

h)

Médico Especialista en Endocrinologia.

Subjefe del Departamento de Diabetes del INCMNSZ.

Miembro del Sistema Nacional de Investigadores, Nivel Il1.
Proporcionara las muestras de suero de los pacientes diabéticos gue
acuden al servicio de Diabetes bajo su mando y estén de acuerdo en
participar en el protocolo de invesligacion. Para ello, recolectaremos las
firmas de las correspondientes cartas de consentimiento informado,
segun lo reglamenta la Comision de Etica para la Investigacion
Biomédica en Humanos de nuestra institucion. La toma de muestra
consistirda en un solo tubo rojo para separar suero y medir los
parametros metabodlicos antes mencionados y se realizara segun todas
las recomendaciones de esta comision y las buenas practicas de
operaciones.

El Dr. Aguilar también contribuira a la recoleccion de las muestras del
grupo control de individuos supuestamente sanos, a partir de un
muestreo que esta por iniciar en el valle de México, como parle de un
protocolo epidemiologico de monitoreo del estado metabdlico de la
poblacion mexiquense.

Su laboratorio realizara la evaluacion de algunos parametros
bioquimicos tales como la glicemia, perfil de lipidos, hemoglaobina
glucosilada, acido urico, elc, para caracterizar el estado metabolico de
los pacientes. Para ello cuenta con equipos automatizados y personal
altamente entrenado en esta area.

Participara en el analisis estadistico para establecer valores de corte de
las concentraciones AGESs entre los individuos controles y los pacientes
diabéticos sin y con complicaciones.

Participara en el analisis de los expedientes clinicos para evaluar el
grado de las complicaciones cronicas de la diabetes y su asociacion con
las concentraciones séricas de AGEs.

El Dr. José Ricardo Correa Rotter.

a)

Medico Especialista en Nefrologia.
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b) Jefe del Departamento de Nefrologia del INCMNSZ.

c) Miembro del Sistema Nacional de Investigadores, Nivel lIl.

d) Aportara las muestras de los pacientes con nefropatia diabética y de
otro origen (para comprobar la especificidad del diagnostico de la
medicion de AGES), a partir de los pacientes que acudan al servicio de
nefrologia bajo de mando y estén de acuerdo en participar en el
protocolo de investigacion. Para ello, recolectaremos las firmas de las
correspondientes cartas de consentimiento informado, segun Ilo
reglamenta la Comisién de Etica para la Investigacién Biomédica en
Humanos de nuestra insiitucion. La toma de muestra consistira en un
solo tubo rojo para separar suero y medir los parametros metabodlicos
antes mencionados y una orina de 24 horas para evaluar el indice de
filtrado glomerular de estos pacientes.

e) Su laboratorio realizara la evaluacion de algunos parametros
bioguimicos tales como la medicion de PTH, de creatinina en suero y
orina, del indice de filtrado glomerular, etc, para caracterizar el estado
metabolico de los pacientes. Para ello cuenta con equipos
automatizados y personal altamente entrenado en esta area.

f)y Participara en el analisis de los expedientes clinicos para evaluar la
asociacion entre las concentraciones circulantes de AGEs con el nivel
del dano renal del paciente diabético.

g) Participara en el analisis estadistico y en la discusion de los resultados
obtenidos.

5) El Dr. Fernando Larrea Gallo.

a) Médico Especialista en Biologia de la Reproduccion.

b) Jefe del Departamento de Biologia de la Reproduccion del INCMNSZ.

c) Miembro del Sistema Nacional de Investigadores, Nivel Ill.

d) Brindara la logistica y el equipamiento necesario en el departamento
bajo su mando para llevar a cabo el desarrollo y validacion del método
analitico para medir AGEs.

e) Participara en el analisis integral de los resultados.

f) Participara activamente en la preparacion de articulos cientificos.

6) Se contempla la incorporacion de investigadores jovenes para que realicen
estudios de Licenciatura, Maestria, Especialidad 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
inscripcion.

Mecanismos de Transferencia de los resultados:

La transferencia de los resultados gue se obtendran de este proyecto puede ser
abordada de varias formas:

1)

La Transferencia Tecnolégica Total (TTT): Podria llevarse a cabo siempre y
cuando exista una entidad gubernamental con la funcion bien definida de
produccion y distribucion de reactivos biologicos y que cuente con la
infraestructura adecuada y personal altamente entrenado. En este caso
luego de una asesoria cientifica, esta empresa podria estar en condicion de
ser la encargada de la produccion y distribucion comercial de los estuches
de RIA.

Desafortunadamente, en México no existe una empresa del gobierno con la
capacidad de producir y comercializar medios de diagnosticos para la
cuantificacion de hormonas y proteinas especificas con valor diagnostico.
Por tal motivo todos estos tipos de reactivos son importados a costos
excesivos.

La transferencia Tecnologica Parcial (TTP): Podria ser el caso de que se
pudiera crear un area administrativa encargada de distribuir los estuches de
RIA, que nosotros podriamos seguir produciendo a muy bajos costos. Esto
requeriria la creacion de un area nueva en nuestra institucion y un apoyo
logistico en lo relacionado a un almacén refrigerado y medios de
transportacion y personal de contabilidad, planeacion, gestion de ventas
etc.

Esto pudiera ser una realidad alcanzable, si se tiene en cuenta que nuestro
grupo de trabajo, ha desarrollado otros medios de diagnésticos que estan
siendo sometidos a evaluacion de campo, tales como un RIA para medir
insulina, que ha mostrado las mejores cualidades analiticas. Con estos dos
meétodos y otros que pudiéramos desarrollar a corto plazo para evaluar
micro-albuminuria (indicador precoz de afectacion en el filtrado glomerular)
y beta-2-microglobulina en orina (indicador de dafo en la reabsorcion
tubular), pudiéramos ofrecer al sector salud un conjunto de reactives que
permitan el monitoreo estricto del paciente diabético a muy bajo costo.
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3) Asimilacion de |la Tecnologia Desarrollada (ATD): Siendo objetivo, lo mas

practico parece ser la ATD, que seria la implementacion de la medicion de
AGEs en nuestra institucion como parte de la evaluacion y seguimiento
rutinario del paciente diabético. En este referente hemos recibido las
mejores muestras de aceptacion e interés inequivoco del personal directivo
de los departamentos de Diabetes y Nefrologia de nuestra institucién. Por lo
que sin duda alguna al menos esta forma de transferencia tecnologica, sera
un hecho.
Algo que soporta aun mas este hecho, es que en la actualidad el método de
insulina que hemos desarrollado esta siendo estrictamente evaluado en
conjunto con el departamento de Diabetes a fin de verificar la eficacia total
para el diagnostico del paciente diabético y de los pacientes en estado
metabdlico pre-diabético, el cual es caraclerizado por una hiperinsulinemia
y una resistencia a la insulina. Existe un gran interés en nuestra institucion
en utilizar este método que ademas de todo es muchisimo mas barato que
los que se emplean en la actualidad y que son importados.

4) Empleo de la Tecnologia Desarrollada (ETD): Esta forma de transferencia

se refiere al empleo del desarrollo tecnolégico en proyectos de
investigacion basicos y clinicos, no solo por grupos de investigacion de
nuestra institucion, sino por otros grupos de trabajo de otras instituciones.
Si bien seria de mucha utilidad, pues favoreceria el conocimiento cientifico
y el fortalecimiento de grupos de investigacion, seria sin lugar a dudas la de
menor impacto social y economico.
A pesar de su limitado impacto social, esta forma de transferencia de
tecnologia pudiera 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 siendo empleado en la evaluacion de muestras de la Encuesta
Nacional de Salud Publica del ano 2006, donde por falta de recursos
suficientes no se habia podido completar la medicion de las
concentraciones circulantes de insulina. Gracias a los resultados obtenidos,
nuestro metodo, esta siendo firmemente considerado por el personal
cientifico del Centro de Investigacion en Salud y Nutricion del INSP, para
ser utilizado en la evaluacion de la medicion de insulina en la Encuesta
Nacional de Salud Publica que se realizara el proximo ano.

“‘Desarrollo y validacion de un inmunoensayo para la cuantificacién de productos finales
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LULISES DIAZ DIAZ

Instituto Nacional de Ciencias Médicas v Nutricion "Salvador Zubiran®

grato inlormarle que el Comilé Técnico v de Adminislracion del Fondo Sectarial de
westigacion en salud v Seguridad Social, en su 207 Sesion Qrdinaria decidia apayar su proyecto
SALUD-2011-1-161976 "Desarrollo y validacion de un inmunoensayo para la cuantificacion de
productos finales de glicosilacion avanzada: evaluacion de su valor diagnéstico para predecir
las complicaciones cronicas de la Diabetes Mellitus.", con un monto de $ 721204
para financiamiento en la Convocatoria 2011
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presentado

Aprovecho la ocasion para lelicilarle por la aprobaciin de su propuasta y hago de su conccimiento que las
ndicaciones para llevar a cabo el ajuste presupuestal, revision dal cronograma v la firma del Convenio

Atentamente

Dr. Guillermao Apuilar Sahapin

Secretario Téonicoe del Fondo


josefina.zunigal
Cuadro de texto
Articulo 113Fracción I de LFT
AIT eleminado correo electronico
por tratrarse de un dato personal


WO prHEng

Asunto: Roesultados evaluacion de Inlormes técnicos
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precable Eulises Diaz Diaz,

>

travies de la Secretana Técnica del Fonde Sectonal de Investigacion en Salud y Seguridad Sacial, la M. en C. Margarita |
l;lil-"iii y Quevedo y denvado de la evaluacion a las observaciones finales del proyecto SALUD-2011-1-161976 titulado
Desarrollo y validacion de un inmunoensayo para fa cuantificacién de productos finales de glicosilacién avanzada:
valuacion de su valor diagnostico para predecir las complicaciones cronicas de la Diabetes Mellitus,”, le hago llegar los
imw ntanos y resultados de dicha evaluacion.

gradeceremos corroborar con el responsable administrative del proyecto que se haya hecho la entrega del informe
nanciero final a la Secretaria Administrativa del Fondo, a fin de poder emitir el cierre del proyecto o finiquito, segin sea

Iﬁ ultados de la evaluacion:

¢Considera que se han atendido a las observaciones realizadas en evaluaciones anteriores?

‘ En la peniltima evaluacian, se recomendo adjuntar probatorios de artbiculos publicados, alumnos graduados
resentacion de los resultades en foros nacionales/internacionales. £l responsable técnico de la propursta ha apexado

‘, probatorics mencionados anteriormente (publicacion tentativa del articulo Measurement of Advanced Glycation End
roducts "\f Radioimmunoassay: its association with glycemic control and plomerular filtration rate en [a revista Archives

f Medical Research: titulacion de un alumno de hicenaatura [Juan Carlos Aunostipue) vy el ingreso al programa de

waestria en ciencias bioguimicas del alumno José Alvarado y al proprama de Doctorado en Ciencias Biologicas de |

alumna ltzel Unibe: presentacion de los resultados de o investipacion en foros nacionales e internacionales), por lo que se

“0OnNS 1 Qu ilendieron a las recomendaciones previas
l Considera que en la forma en como se atendieron las ohservaciones, el proyecto puede Finiquitarse?

I, Por lo descrite anteriormente, se recomienda se OTORGUE el finiquito al presente proyecto.

\.ﬂ

aludos,

A. en A. Ma. Dolores Maldonado M.

sibdirectora de Sepuimienta de Proyectos DIA

Direceion de Investipacion Aphcada - DAD
el 52 |55) 53.22.77 0i) Ext. 6236

& mmaldonadom @ conacyt. m«

aseleceinn de institnciones, programas, provectos ¥ personas destinatarios de los apoyas del Consejo Nactonal de Ciencia g
u'lmlul-m se realizon medinnte procedimientos competitivos, eficientes, equitativos v publicos, sustenbados en meritos y

calidad: 1os apoyos que se otorgan estin sujetos a procesos de evabcion  seleecian, formalizcion y sepuimicnto en terminos
el mareo normativo que coreesponde o cada progean, per tanto, ef contenido de este mensaje nn se considern oferta,
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propucsta o acoerdo algnno, sino hasta gue sea confirmado de maneva lormal por el servidor pablico del Consejo responsable
del propramau. El contenido de este mensaje de datos es confidencial v se entiende dirigido v para mso exelusiy o del destinafirio,
porlo que no podrea distriboirse v/o difomdicse por pingion medio sin I previa aatorizacion de emisor originale St osted no es el

destinatario, se le prohibe su ntilizacion total o parcial para cualquier fin,
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