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RESUMEN

Luz Maria Martinez Pérez Fecha de Graduacién: Enero 2004
Universidad Auténoma de Nuevo Leén
Facuitad de Enfermeria

Titulo del estudio: EVALUACION DE LA MUTAGENICIDAD DE
TRATAMIENTOS UTILIZADOS EN PACIENTES CON
DIABETES MELLITUS TiPO 2

Nimero de Paginas: 37 Candidato para obtener el grado de
Maestria en Ciencias de
Enfermeria con Enfasis en Salud
Comunitaria

Area de Estudio: Salud Comunitaria

Objetivo y Método de Estudio: El presente estudio tuvo como objetivo general el
evaluar el efecto mutagénico de diferentes esquemas de tratamiento para el control de la
hiperghicemia en los siguientes cuatro grupos de pacientes con diabetes mellitus tipo 2
(DM2): GI (Insulina NPH mas metformina), Gl (Glibenclamida mas metformina), GIII
{Glibenclamida), GIV (Dieta y Ejercicio) y un grupo sin DM2 (GV) mediante el uso del
biomarcador citogenético Hamado micronticlee (MN). Los MN son masas de DNA que
aparecen en ¢l citoplasma de la célula duranie la interfase y son ¢l resuliado de
fragmentos cromosdmicos que no se han orientado correctamente en la metafase. El
diseno fue observacional, descriptivo correlacional. El tamaiio de la muestra fue de 38
participantes (mayores a 40 aiios de edad, con diagnédstico de 5-10 afios y con los
esquemas ya mencionados). Se realizaron dos medidas antropomeétricas: peso y estatura
para ¢l calculo del indice de masa corporal. Se tomé ademds, muestra de sangre para
determinar el nimero de MN en 1000 linfocitos/persona. Al ser analizados los cinco
grupos mediante la prueba de Levene no existieron diferencias significativas en las
varianzas (1.=1.279; p=0.30). Al aphcar el ANOVA se encontraron diferencias
significativas del GI con un mayor promedio de MN en comparacion con el resto de los
grupos. Al aplicar la prueba de Newmann-Keulls, se observo que todos los grupos con
tratamiento farmacolégico [GI (7.63), GII (5.10) y GII (3.33)] fueron diferentes a los
GIV (2.40) y GV (1.67) que no lo tuvieron. El poder estadistico del estudio fue del 98%.
Contribucion y Conclusiones: Los resultados confirman el dafio en el DNA mediante
el uso de MN en todos aquellos pacientes con DM2, que llevaban algin tratamiento
farmacolégico (principalmente ¢l grupo con Insulina mas metformina). Un aspecto
interesante para el campo de la enfermeria es que el grupo que llevaba dieta y ejercicio
presento un grado de mutagenicidad minimo y similar al grupo sin DM2 lo que indica
que un posible cambio de estilo de vida del paciente con DM2 evitaria faturas
reacciones adversas. Proponemos que las compafiias farmacéupiGasxe-evahien la
mutagenicidad de firmacos para DM2 y mediante estudios pgospe¢ti es‘%m humanos.

FIRMA DEL DIRECTOR DE TESIS




Capitulo 1

Introduccién

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es una enfermnedad de importancia creciente,
tanto en paises desarrollados como en vias de desarrollo; en la actualidad se reporta en el
mundo entre 120 a 140 millones de personas que padecen DM correspondiendo al tipo 2
el 90 al 95% (Organizaci6én Mundial de la Salud [OMS], 1999).

En el mundo tanto la incidencia de la DM2 como la prevalencia de la obesidad,
se han incremento progresivamente en los iltimos afios, debido al envejecimiento de la
poblacién (Nelson, Everhart, Knowler & Bennett, 1988). En México, la DM2 es un
problema en salud piblica por ocupar la primera causa de mortalidad en el grupo de
edad de 55 a 64 aiios. Actualmente la prevalencia de la DM2 es del 8%, donde
aproximadamente uno de cada 10 pacientes manifiestan la enfermedad antes de los 40
afios de edad (Garza, Rojas & Cerda, 2000).

Esta enfermedad crénica degenerativa se caracteriza por presentar niveles
elevados de glucosa sérica asi como una respuesta secretora inadecuada de insulina que
conlieva a una predisposicion al desarrollo de complicaciones micro y macrovasculares.
Cabe sefialar que dentro de los factores de riesgo se han considerado: Los factores
ambientales relacionados con estilo de vida (fumar, consumo de alcohol, dieta, obesidad
¢ inactividad fisica) y las estructuras étnicas o genéticas de la poblacién (Nelson,
Everhart, Knowler & Bennett, 1988).

El tratamiento para los pacientes con DM2 tiere como objetivo lograr niveles
normales de glucosa para prevenir las complicaciones crénicas. Dentro de los
medicamentos mas utilizados estdn la insulina, glibenclamida, metformina, glitazonas y
acarbosa.

Ademds, diversos estudios han demostrado que la dieta baja en grasas, baja en

carbohidratos y alta en fibra, asi como un programa de ejercicio con entrenamicnto



aerdbico y de resistencia en forma sistemadtica mejoran el nivel de glicemia. Sin embargo
la mayoria de los pacientes requieren la combinacién de varios medicamentos para el
control clinico y metabdlico efectivo y asi prevenir complicaciones microvasculares y
macrovasculares de la DM2 (Tumer, Cull, Fright & Colman, 1999).

Dentro de las evaluaciones de la mutagenicidad (dajio al DNA) de ciertos
farmacos sobre ¢l material genético de toda persona con alguna enfermedad, la
citogenética cuenta con métodos de evaluacién a nivel DNA (la prueba de ensayo
cometa) y en el 4mbito cromosémico (intercambio de cromatides hermanas ICH y la de
micronucleos MN) (Salamanca, 1991).

La prueba de MN es un método ideado para la identificacién de agentes
guimicos, fisicos y bioldgicos con efectos clastogénicos, ¢s decir agentes quimicos
capaces de producir fracturas en los cromosomas. Son diversos los trabajos que
muecstran la confiabilidad de la prucba y el interés que suscita por su simplicidad, facil
conteo y amplio rango de aplicabilidad en el laboratorio (Matter & Granwiler, 1975;
Schmid, 1975).

Dentro de las enfermedades crénico-degenerativas, es importante €l
advenimiento en el siglo XXI del investigador enfermero-genetista. Primero, con los
conocimientos adquiridos en genética, podra realizar evaluaciones mas precisas y
exactas del perfil genético de un individuo. Segundo, como investigador, disenara
experimentos y finalmente con los conocimientos adquiridos en enfermeria, podrd
interpretar la informacion derivada de una investigacion, para asi en un futuro realizar
acciones tendientes a disminuir el riesgo de complicaciones en pacientes con DM2, por
medio de la deteccion temprana y educacién en el paciente para lograr el éxito del
tratamiento de la enfermedad (Consejo internacional de enfermeras [CIE], 2000; Lewis,
2002; Skirton & Patch, 1999).

Dado lo anterior, ¢l presente estudio observacional, descriptivo correlacional,

determinard cuantitativamente el dafio del DNA mediante la prueba de MN a cuatro



grupos de pacientes con DM2 con cuatro diferentes esquemas de tratamiento y un grupo
cintrol como un indicador valuable del grado de cambios del DNA que ocasiona cada
uno de los tratamientos y a su vez comprobard que el tratamiento de dieta y ejercicio
manifiesta menor dafio en el DNA, siendo asi la mejor opcién de cuidado para los

pacientes con DM2.

Marco Conceplual

La citogenética es una rama de la biologia que se encarga del estudio de los
cromosomas en diversas especies. El exceso 0 disminucion en el nimero, asi como la
estructura anormal de los cromosomas en humanos (el nimero normal en humanos &5 de
46 cromosomas) se ha visto asociado con diversas enfermedades. Por otra parte, ha sido
ampliamente aplicada en la caracterizacion de sindromes (Down, Klinefelter) y a la
accidn que presentan diversos factores ambientales sobre la produccién de mutageénesis
(Evans, 1962).

Desde 1962 con la introduccién de aberraciones cromosémicas se dan los
primeros pasos hacia el uso de analisis de las metafases en la deteccién de agentes
mutagenéticos. Muchos experimentos han revelado los efectos de los mutigenos
quimicos sobre los cromosomas humanos, observandose las fracturas de los
cromosomas. Los MN (figura 1) se originan de los fragmentos de las fracturas de los
Cromosomas y estos son masas cromaticas con apariencias de pequefios micleos
presentes en el citoplasma que estidn compuestos de fragmentos cromosémicos o
cromosomas completos que quedan rezagados durante la anafase en la divisién celular.
La presencia de MN en los linfocitos es un reflejo de aberracion cromosémica durante la

mitosis celular (Fenech, Hollan, Chang, Zeiger & Bonassi, 1999).



Figura |

Mecanismo de formacién de MN

Por otra parte, se ha observado que los pacientes con DM2, con antecedentes
heredo-familiares, que tiene el hdbito de fumar, ingerir alcohol, consumir alimentos
ricos en calorias asi como la inactividad fisica son los principales factores de riesgo que
predisponen a padecer ateroesclerosis, cancer, embolia y lesiones cardiacas (Cundiff,
2002).

Estudios recientes muestran un mcremento en ¢l dafio de DNA en pacientes con
hemoglobina glicosilada mayor al 10% en relacion ha pacientes con hemoglobina
glicosilada inferior al 6% y sujetos sanos. Sin embargo, el dafio cromosémico (MN) no
ha sido estudiado en diferentes esquemas de tratamiento para establecer su utilidad como
biomarcador clinico, por lo tanto la determinacion de MN en estos pacientes puede ser

un indicador palpable del grado de mutagenicidad del tratamiento (Hannon et al., 2000).

Estudios Relacionados

Dado que hasta el momento no existen estudios en la literatura acerca d¢ la
asoctacién de DM2 con el namero de MN se presentan a continuacion los siguientes
trabajos donde se ha aplicado la prueba de MN:
C. Leal, Cerda, E. Leal y Cortés, (2002). Con el propésito de evaluar la mutegésis por
medio de la frecuencia de MN en log diferentes grados de lesidn cervical en 30 mujeres

con cancer cervicouterino y. 10 controles. Se encontré diferencia significativa del



nimero de MN entre los estadios: LGSIL: 7.1/1000 células, HGSIL: 9.7/1000 células,
Invasor: 14/1000 células y Control 3/1000. Concluyen que ¢l numero de MN puede ser
utilizade como biomarcador de prevencidn en €l diagnostico de céncer cervicouterino.
Estudios recientes muestran un incremento en los niveles de dafio al DNA en
pacientes con DM respecto a controles. Hannon et al. (2000); Sardas, Yitmaz, Oztak,
Cakir y Karakaya, (2000) reportan un incremento significativo a los niveles de dafio al
DNA en pacientes insulino dependientes mediante la utilizacién de la prucba de ensayo

cometa.

Definicion de Términos

A continuacién se definen las variables que seran aphicadas en este estudio.

Cromosoma es una estructura que encuentra en el niicleo de la célula durante su
divisién, en forma de baston fuertemente tefiida, y es portadora de informacién genética.
En condiciones normales se observan los 46 cromosomas directamente en el
microscopio de luz convencional durante la fase de metafase.

Mutagenicidad es el proceso por el cual los factores quimicos (por ejemplo el
tratamiento de la insulina) aumentan la frecuencia de cambios permanentes y heredables
en el numero de disposicion de los cromosomas. Puede ser evaluado a nivel de
cromosoma por el biomarcador de MN.

Biomarcador es un indicador predictivo que seiiala eventos en que un individuo
se ha expuesto a quimicos en el medio ambiente, pueden ser bioldgicos (se miden a
través de orina y sangre), de susceptibilidad (mide la susceptibilidad del individuo a
agentes quimicos) y de efecto (se mide a través de la afeccién de capacidad funcional
ante un quimico expuesto).

MN es biomarcador de cfecto que manifiesta la mutagenicidad que s
representan con la presencia de masas que aparecen ea €l citoplasma de la célula

interfisica y son el resultado de fragmentos cromosémicos que no se han orientado



correctamente en la metafase. Estos fragmentos se pueden identificar por medio de la
observacion directa en un microscopio de luz convencional.

Esquemas de tratamientos en el paciente con DM2, de acuerdo a la Asociacion
Latinoamericana de Diabetes

Insulina NPH més metformina. Es el tratamiento farmacolégico que anmenta el
transporte de glucosa a través de la membrana celular, indicado en pacientes que no han
peodido tener un buen control matabdlico y con perdida acelerada de peso, es dificil de
instaurar ya que para lograr un control adecuado de glicemia, las dosis y regimenes de
dosificacion son personalizados, con glicemias >270 mg/dl y hemoglobina glucosilada
(HbAlc)> 11%.

Glibenclamida mas metformina. Es el tratamiento farmacolégico que reduce la
gluconeogénesis y disminuye la resistencia a la insulina (a través de la metformina).
Indicado en pacientes con DM2 que no haya logrado alcanzar las metas del control
metabdlico que se habia acordado, después de un minimo de tres meses con una
adecuada dieta y ejercicio fisico, con glicemias >270 mg/dl y HbAlc > 11%.

Glibenclamida. Es el tratamiento farmacol6gico que aumenta la secrecion de la
msulina en péncreas y fuera de el. Indicado en pacientes con DM2 que no haya logrado
alcanzar las metas del control metabélico que se habia acordado después de un minimo
de tres meses con una adecuada dieta y ejercicio fisico, sin tratamiento previo de
insulina, con glicemias <270 mg/dl y HbAlc < 11%.

Dieta y ejercicio Es ¢l tratamiento no farmacolégico que es capaz de controlar
.silnulténeamentc la hiperglicemia mediante la reduccién de un S a 10% del peso en ¢l
paciente obeso, Asi como la formulacién de un plan de alimentacién y de gjercicio fisico
personalizado y adaptado para cada individuo. Indicado en pacientes con glicemias <126

mg/dl y HbAlc < 7%.



Objetivo General
Evaluar el efecto mutagénico en cuatro grupos de pacientes con DM2 que llevan
control de su hiperglicemia y un grupo control:
a) Tres grupos con diferentes esquemas de tratamiento farmacolégico
b) Un grupo con dieta y ejercicio

¢) Un grupo control

Objetivos Especificos
1. Bvaluar y comparar el grado de mutagenicidad de cuatro esquemas de
tratamientos en individuos no emparentados con DM2 y un control mediante Ia prucba
de MN en los siguientes grupos:
Grupo L. 8 Pacientes tratados con insulina NPH més metformina
Grupo IL. 10 Pacientes tratados con glibenclamida mas metformina
Grupo 111 9 Pacientes tratados con glibenclamida
Grupo 1V. 5 Pacientes tratados con dieta y gjercicio
Grupo V. 6 Sujetos sin DM2 y no fumadores (ya que se ha observado que la nicotina
incrementa ¢l niimero de MN y no se desea tener este factor confundidor en ¢l estudio).
2. Evaluar la asociacidn entre la mutagenicidad en los cinco grupos de estudio
con respecto al siguiente pardmetro asociado con la DM2: indice de masa corporal

(IMC) (Norma oficial mexicana [NOM-174-SSA1], 1998; World Health Organization
[WHO], 2003).

Hipotesis
Existe una mayor mutagenicidad en €l grupo de pacientes con DM2 que llevan
por tratamiento insulina y metformina en comparacién a) a los tres esquemas de

tratamientos para el control metabélico de la enfermedad y b) al grupo control.



Capitulo II
Metodologia

Este capitulo aborda el disefio del estudio, la poblacidn, el tamaiio de la muesira,
procedimientos de recoleccion e informacién, mediciones, consideraciones éticas, y el

analisis estadistico que se aplico para la presente investigacion.

Diserno del Estudio

El disefio del estudio fue de tipo observacional y descriptivo correlacional (Polit

& Hungler, 1999).

Poblacion
Esta conformada por 38 pacientes referidos de la consulta externa de una unidad
de Medicina Familiar clasificados en cuatro esquemas de tratamientos y un grupo
control.
Grupo 1. 8 Pacientes tratados con insulina NPH més metformina
Grupo 1. 10 Pacientes tratados con glibenclamida mas metformina
Grupo 111 9 Pacientes tratados con glibenclamida
Grupo IV. 5 Pacientes tratados con dieta y ejercicio

Grupo V. 6 Sujetos sin DM2 y no fumadores

Tamario de la Muestra

Mediante ¢l programa n'Query Advisor 4.0 se célculo a posteriori el poder
estadistico del estudio para un ANOVA unifactorial, obteniendo un tamafio muestra de 5
individuos para cada uno de los 5 grupo, con un valor de alfa de 0.05 y un potencial (1-
B) de 0.98 para escala proporcional y para los valores transformados se utilizo el método

de raiz cuadrada (X = ¥X+0.5, donde X representa ¢l numero de MN por 1000 células)



Para llevar a cabo la inclusion o exclusion de los pacientes, cada uno de ellos fue
entrevistado por un médico familiar, Se utilizo una encuesta de 22 reactivos para la
seleccién de los individuos a estudiar con y sin DM2 donde se consideraron datos de
habitos personales, Ademas de realizar un examen fisico para determinar la presencia de
complicaciones micro y macrovasculares (ver apéndice D).

Se Incluyeron al estudio: a) todos aguellos individuos de ambos sexos mayores
de 40 afios de edad, con diagndstico de DM2 de 5 a 10 afios y esquema de tratamiento:
msulina-metformina, glibenclamida -metformina, glibenclamida y dicta-¢jercicio y b)
individuos sin DM2, sin antecedentes de tabaguismo y sin ningiin padecimiento de tipo
metabdlico (grupo control).

Se excluyeron del estudio: a) todos aquellos individuos con y sin DM2 que
presentaron complicaciones microvasculares y macrovasculares, b) emparentados
(hermanos, padres), ¢) con enfermedades cronicas degenerativas y d} que tomen bebidas

alcohdélicas y que fumen (estos dos factores incrementan el nimero de MN).

Procedimiento de Recoleccion de Informacion

Se contd con una lista de pacientes de ambos sexos referidos por el médico de
consulta externa. Los sujetos fueron seleccionados conforme a la lista, en caso de que
algiin paciente no firmara ¢l consentimiento, se selecciond al paciente que correspondia
al nimero inmediato posterior de la lista.

Todos los pacientes firmaron una carta de consentimiento informado (ver
apéndice A).

Se colectd Ia informacién por medio de una encuesta de un total de 21 reactivos
donde se consideraron datos sociodemogrificos, datos de salud v la toma de mediciones
antropométricas-clinicos {apéndice B). Este se recopilo en un horario dispuesto por el
participante en un consultorio médico, autorizado por el Director (apéndice E) de la

unidad con la finalidad de que se haya contestado con privacidad.
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A los pacientes se le indico ¢l dia y la hora en que se debio presentar en ¢l
laboratorio para la obtencién de la muestra sanguinea, mediante una boleta que seiiald
los datos de identificacién, el mimero de consultorio, asi como el nombre de las muestra
que se obtendria (MN), adem4s de las indicaciones que necesitaria al presentarse en el
laboratorio para la toma de 1 ml de sangre periférica (no fue necesario encontrarse en

ayunas).

Mediciones

Mediciones antropométricas-clinicas.

A todos los pacientes incluidos en este estudio se les determinardn los siguientes
indicadores:

1.- IMC (Kg. /mts®) como se indica en el cuadro 1 y 2 (NOM-174-SSA1, 1998; WHO,
2003).

Tablal

Clasificacién de sobrepeso y obesidad por indice de masa corporal (NOM).

Obesidad Exceso de tejido de adiposos en el organismo.

IMC > 27 y en poblacidn de talla baja > 25

Sobrepeso Estado premdrbido de la obesidad, caracterizado por la existencia de

IMC > 25 y < 27, en poblacién adulta de talla baja, > 23 y < 25

Talla baja Mujeres adultas con estatura < 1.50 metros y para el hombre < 1.60

metros.
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Tabla 2

Clasificacién de sobrepeso y obesidad por indice de masa corporal. Circunferencia de

cintura (WHO).
IMC Circunferencia de cintura
(kg /m?) Riesgo para la salud comparado con sujetos
con peso normal
Bajo peso <18.5
Normal 185-249 Hombres < 102 cm
Mujeres < 88 cm
Sobrepeso 25.0~-299 Alto riesgo
Hombres > 102 cm
Mujeres > 88 cm
Obesidad
I 30.0-349
1l 35.0-399
1l >40

2 -Técnica de MN en linfocitos cultivados de sangre periférica con citoplasma
conservado (apéndice C).

Para tener éxito en la obtencién de la célula linfocitica con la presencia de MN se
necesita realizar el procedimeinto en cinco etapas:a) Toma de la muestra: A cada
participante se le tomé una muestra de 1 ml de sangre penférica que fue colectada en
tmbos vacutainer con heparina, b) Cultivo (para crecimiento de las células in vitro), en un

frasco de cultivo en condicion estéril, agregar medio de RPMI, suero fetal,
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fitohemaglutinina (para €l estimulo mitogénico), solucion de antibioticos (penicilina y
estreptomicina), y 8-10 gotas de sangre venosa haparinizada, c) Cosecha (consiste en
bloquear la division del citoplasma de una célula después que ha ocurrido la division del
nucleo), a las 48 horas de incubacién agregar la citocalacina (bloquea la divisién del
citoplasma y permite e! inicio de la formacion de MN cn células binucleadas) y a las 72
horas de incubacidn { sin colchicina) transferir a un tubo cénico, centrifugar a 1500
r.p-m. por 10 minutos y descartar el sobrenadante, resuspender con solucién hipoténica
para lograr una adecuada dispersion de los fragmentos del MN (no incubar), agregar
inmediatamente solucién fijadora (resuspender, centrifugar y descartar el sobrenadante),
agregar solucion fijadora y resuspender (repetir tres ocasiones), d} Tincion (identificar
las células linfociticas por medio de una coloracidn azul), agregar la solucién fijadora
para gotear y secar al aire, tefiir con colorante Wright de fosfatos (buffer 1 y 2) por 3
minuto. €) Conteo, montar la laminilla en el microscopio de [uz convencional con el
objetivo 40 X, contar las células binucleadas con MN en un total de 1000 células y

reportar los resultados (Garza, 1998; Hogster, 1984; Rooney & Czepulkowski, 1992).

Figura 2
Linfocito con citoplasma conservado en donde se muestra los criterios de identificacién

de MN (flecha) en célula binucleada

Localizado dentro del citoplasma

Es de contomo liso

No presenta refraccion

Tefiido con la misma intensidad que el
nucleo principal

Morfologia identica al nicleo principal.
Es de forma redonda u ovalada

Mide desde un tercio hasta una
décimosexta parte en comparacion al
niicleo principal.

~ &

® @& o o
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Consideraciones Eticas

El presente estudio se apegd a los dispuestos en el Reglamentos de la Ley
General de Salud en la Materia de Investigacién para la Salud (Secretaria de Salud,
1987). En base al articulo 14 fraccion V11 se contd con €l dictamen favorable de la
comisién de Etica e investigacién de la Facultad de Enfermeria de la UANL. Para la
realizacion del estudio.

Se consider6 lo establecido en el titulo IT de los aspectos éticos de la
mvestigacion en la que el ser humano, del Capitulo [, articalo 13, se respeto la digmdad
y la proteccion de sus derechos y bienestar de los pacientes al solicitar el consentimiento
por escrito para participar en el estudio, a quicn se le explicd claramente la justificacién
y objetivos de la investigacién asi como el procedimiento para contestar, se le dio la
garantia de recibir respuestas a cualquier pregunta o aclaracién y la libertad de retirar su
consentimiento en cualquier momento, sin que por ello se cree perjudicial en sus
actividades. Los doctores y ¢l director de la unidad médica no obtuvieron ninguna
informacién de lo que sucedia en el consultorio, a esto se le aplicé el procedimiento, y se
le aclaré que solo ¢l autor estaria presente al momento de la recoleccién de datos, Para
dar cumplimiento al articulo 14 fraccién V, VI, VIII articulo 20,21, fraccion |, 11, IV, VI,
V11, VIIL, se conté con el consentimiento informado por escrito y se llevé acabo la
investigacién cuando sc tenia la autorizacion del titular de la Unidad de Medicina
Familiar.

Por (ltimo en cumplimiento al articulo 17, Fraccién 11 se considera una
investigacion de riesgo minimo dado que se aplicé procedimiento comiin como la
prueba de MN, ¢ indice de masa corporal, con una sola extraccién de sangre por puncién
venosa con un volumen de 1 ml en adultos con DM2 y sujetos controles, se llevé la
investigacién con medicamentos de uso comun para este tipo de pacientes, empleando

las indicaciones, la dosis y via de administracion establecidos por ¢l médico a su cargo.
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Andlisis Estadistico

Al tenerse el tamafio de muestra adecuado, el andlisis de los datos se llevé a cabo
utilizando el paquete estadistico SPSS Ver. 11.0. Pnmero, se utilizo la estadistica
descriptiva para evaluar la normalidad de cada uno de los 5 grupos y la prueba de
Kolmogorov-Smimov. Segundo, se utilizo la prueba de Levene para constatar
homogeneidad de varianzas. Tercero, se utilizo 12 prueba de ANOV A unifactorial para
comparar nimero promedio de MN e IMC. Cuarto, (en caso de que el ANOVA fuese
significativo), se utilizo la prueba de Student-Newmann-Keulls para determinar que
medias eran iguales o diferentes. Quinto, se utilizo 1a corrclacién de Spearman para ver
la posible asociaci6n del IMC con el mimero de MN para cada uno de los tratamientos y

el control. Para todas las pruebas estadisticas s¢ consideré como significativo un valor

de p menor a 0.05.
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Capitulo HI

Resultados

En este capitulo se presenta el anélisis estadistico descriptivo e inferencial de los
resultados. Se incluyen las caracteristicas demograficas y clinicas de la poblacién, asi

como el andlisis inferencial de la hipdtesis experimental aqui planteada.

Caracteristicas Demogrdficas y Clinicas

En la tabla 3, se observa la distribucién de algunas de las caracteristicas de las 38
personas estudiadas donde el 71.1% esta conformado por mdividuos del sexo femenino,
€l 97.4% son casados, €l 52.6% son originaros del Estado de Nuevo Leon, el 63.2% de
ellos cursaron hasta primaria, el 60.5% de las personas son amas de casayel 71.1% no
realizan gjercicio.

En la Tabla 4 se observa la distribucién de los afios en que fue diagnosticada la
DM?2 en los 32 pacientes estudiados: Al 62.5% de €llos le fue diagnosticada hace 10

afios y el restante 37.5% entre 5-9 afios.

149410
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Tabla 3
Caracteristicas de la poblacién con y sin DM2
Caracteristica f %
Sexo
Masculino 11 28.95
Femenino 27 71.05
Estado Civil
Casado 37 97.37
Soltero 1 2.63
Lugar de nacimiento
Nuevo Leén 20 52.63
Fuera de Nuevo Ledn 18 47.37
Escolaridad
No sabe leer ni escribir 7 18.42
Primaria 24 63.16
Secundaria y otros 7 18.42
Ocupacion
Ama de casa 23 60.53
Obrero 7 18.42
Administrador 8 21.05
Ejercicio
Si 11 28.95
No 27 71.05
Fuente: Encuesta sociodemografica (ES) n=738
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Tabla 4
Distribucion de los afios en que fue diagnosticada la DM2
Afios n; %
5 6 18.75
7 1 3.13
8 3 9.38
9 2 6.25
10 20 62.50
Total 32 100
Fuente: ES n=38
Analisis Inferencial

En la Tabla 5 se observa la distribucién de la edad de los individuos bajo estudio.
La prueba de L evene indica que existe homogeneidad de varianzas (£=0.867, p=0.494) y
al aplicar el ANOVA unifactorial (para la comparacién de las medias de los 5 grupos),
no se encontraron diferencias significativas (F=2.09, p=0.105). El promedio general de

edad fue de 61+ 2 con un rango de 43 a 76 afios.
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Tabla 5
Distribucién de la edad de los individuos bajo estudio )
Grupo n; X—', Error Valor Valor
Estandar | Minimo Maximo
I 8 58 3 43 70
1 10 63 2 56 69
il 9 64 3 54 75
v 5 64 4 49 76
Control 6 54 4 45 66
Total 38 61 2 43 76
Fuente: ES n=38

Levene =0.867, p=0.494. ANOV A wnifactorial #=2.09, p=0.105
Grupo 1= Insulina méds metformina Grupo [1I= Glibenclamida

Grupo 1I= Glibenclamida més metformina Grupo V= Dieta y ejercicio

En la tabla 6 se observa la distribucién promedio del IMC (Kg/m?) por grupo de
tratamiento de personas con y sin DM2. Al aplicar la prueba de Levene y de ANOVA no
se encontrd diferencias significativas. Quedando ¢l promedio general de IMC (criterio

de la OMS) en 29.57 + 1.01 con un rango de 18.29 a 55.70.

Con respecto a la asociacion entre la mutagenicidad de los cinco grupos de
estudio con el IMC de personas con y sin DM2. Al aplicar la prueba de Spearman no se
observo correlacion entre el IMC y el nimero de MN por cada grupo como se observa

en el cuadro.
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En la tabla 7 se aplica la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov para
cada uno de los grupos de estudio, obtcniendo que la distribucién de los resultados de
MN en cada grupo corresponden a distribuciones normales (p>0.05), en funcién a estos

resultados las técnicas estadisticas usadas para verificar la hipétesis fueron parametricas.

Tabla7
Prucba de Kolmogorov-Smirnov para resultados de MN en cada uno de los grupos de

tratamiento y grupo control

Grupo K-S Probabilidad
1 0.632 0.819
Il 1.031 0.239
1 0.815 0.521
v 0.530 0.941
Control 0.998 0272

Con ¢l prop6sito de demostrar la hipotesis planteada de que existe una mayor
mutagenicidad en el grupo de pacientes con DM2 que llevaban por tratamiento insulina
y metformina en comparacion a los tres esquemas de tratamientos para €l control
metabélico de la enfermedad y al grpo control, en la tabla 8 se observa la distribucién
del promedio del nimero de MN en linfocitos en sangre periférica en los cuatro grupos
de pacientes con DM2 y el grupo control de acuerdo al tratamiento. La prueba de
Levene no muestra diferencias significativas de la homogeneidad de la varianza
(L=1.279, p = 0.30). Al aplicar el ANOVA se encontraron difercncias significativas del
grupo [ (Insulina + metformina) con un mayor promedio de MN (7.63) en comparacion
con los restantes gmi;os. Cabe seifialar que todos los grupos con tratamiento
farmacoldgicos fucron diferentes al grupos IV (dieta y ¢jercicio) y al grupo V (control),

estos 1ltimos tuvieron los menores valores promedio de MN de 2.40 y 1.67.
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En la tabla 9 se observa ¢l andlisis reahzado con el paquete nQuery Advisor 4.0
para calcular el poder estadistico del estudio por ANOV A unifactorial, se obtuvo ur

poder (1-8) = 0.98% con la cual un tamafio de la muestra de 5 personas por grupo es

suficiente.
Tabla 9
Célculo del poder estadistico del estudio por ANOV A unifactorial
Prueba de nivel de significancia, a 0.050
Numero de grupos 5
Medias de varianza, V=2r{y;., ) /(r) 4.293
Desviacion estandar comiin, 2.380
Tamafio efectivo, A*=V/c’ 0.7578
Potencial (%) >
Hepymiiiptoge n] , 2= Zn;/my ~ 5 individuos por grupo
Total del tamatio de 1a N 38
Grupos ni X, f=ny/n
1 8 7.630 1.00
n 10 5.100 1.250
i 9 3.330 1.125
v h) 2.40 0.625
Control 6 1.670 0.750
'Total 38 4,293 4.750
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Capitulo IV

Discusion

En ¢l presentie estudio se encontré un dafio del DNA reflejado por un alto nimero
de micromicleos en los tres grupos con DM2 que llevaban tratamiento farmacolégico,

versus a los dos grupos que llevaban dieta més ejercicio y de grupo control.

Hasta el momento, 1a literatura que versa sobre el presente estudio €s nulo en
cuanto la asociacién de mutagenicidad/ toxicidad de farmacos utilizados en humanos
para DM2 (mediante ¢l conteo del numero de MN en linfocitos en humanos), solo
podemos dar cita de aquellos trabajos donde €l biomarcador de MN a sido de gran
utilidad. Por ejemplo, en estudios de cancer cervicouterino estudiado por C. Leal, Cerda,
E. Leal & Cortés, (2002) donde se reporta un incremento en el nimero de MN en células

de cancer cervicouterino en los diferentes estadios de esta enfermedad con respecto al

grupo control.

Con lo que respecta al grupo que presentd un mayor grado de mutagenicidad, fue
el grupo I que utilizaba Insulina mas Metformina. Estudios de Hannen, et al. (2000) y
Sardas, Yitmaz, Oztak, Cakir y Karakaya, (2000), utilizando la téenica de ensayo cometa
encontraron resultados similares,

Cabe sefialar que en este estudio se observd también un incremento ¢n el nimero
de MN en el grupo Il tratados con Glibenclamida mas Metformina y el grupo 111 tratado
con Glibenclamida. Estos resultados no han sido reportados en la literatura utilizéndose
linfocitos en seres humanos. Un hallazgo importante fue que el grupo de DM2 que
llevaban dieta y gjercicio tuvierén el mismo niimero de micronticleos que el grupo
control.

Zorrilla y Fernandez (1999) consideran que la elevacién del mimero de MN en

pacientes con DM2 con tratamiento farmacolégico puede incrementar la produccion de
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la glicosilacion, y que ésta asociacion puede ser un reflejo en el dafio en el DNA. De ser
asi, existiria un incremento en la frecuencia de mutaciones, y una disminucién de la
expresion de los genes de la insulina. Lo que manifiesta la hiperglicemia en los pacientcs
con DM2, y a su vez predispone a las alteraciones estructurales y funcionales de los

vasos sanguineos en la retina y en el glomérulo.

Conclusiones

Del presente estudio podemos concluir que todos los grupos de pacientes con
DM2 que llevaban tratamicnto farmacoldgico presentaron un aumento en el numero de
MN, en comparacion con el grupo sometido a dieta més ejercicio y al grupo control.
Todos estos hallazgos contradicen lo encontrado por todos aquellos laboratorios
farmacéuticos que validan un determinado fArmaco para personas con DM2 al utilizar
inicamente el conteo del nimero de MN en ratones in vivo e invitro. De ahi que sea
necesario hacer una re-evaluacion de cada uno de estos farmacos mediante el disefio de

estudios prospectivos en humanos.

Recomendaciones

Para dar una mayor validez a los hallazgos aqui encontrados, se sugiere
desarrollar investigaciones prospectivas utilizando la prueba de MN y ensayo cometa a
la par, asi como la evaluacidn para cada individuo de los fenotipos antropométricos,
bioguimicos, metabdlicos y hemodinamicos que comprenden: glucosa, insulina, péptido
C, HbAlc, tnglicéndos , 4cidos grasos libres, colesterol total, HDL-C, LDL-C, y L-6,
TNF-alpha, leptina, adiponectina, resistina, PAI-1, fibrinogeno, presién sistélica y
diastélica, frecuencia cardiaca, testosterona, IGH-1, microbuminuria, pruebas de funcién
hepética (AST, ALP), C-RP, porcentaje de grasa corporal, cintura, peso corporal (en
Kgs), estatura, y el IMC, para comparar ¢f grado de dafio al DNA con diferentes

esquemas de tratamiento farmacolégico con un periodo de dos aiios.
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Apéndice A

Consentimienio Informado

Una vez que se ha stdo informado (a) clara y completamente sobre la finalidad
del estudio que realiza el Centro de Investigacién Biomédica del Noreste por la Lic. Luz
Maria Martinez Pérez acepto colaborar voluntariamente y doy mi autorizacién para que
me apliquen el cuestionario dando respuestas a las preguntas que me formulan.
Asi también acepto que se me realicen las mediciones de peso y talla para obtener el
IMC y toma de la muestra de sangre para practicarle un examen de MN. He sido
informado que no corro riesgo al participar, que mi participacion es voluntaria y que
puedo retirarme cuando lo decida, que la informacién que proporcione serd confidencial
¥ se mantendra en el anomimato.
Se me comunico que se me entregara el resultado IMC y de la prueba de MN coando

estén disponibles los datos.

Fecha:

Firma de anlorizacién




Apéndice B

Encuesta de Datos Sociodemograficos.
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Instrucciones: Favor de leer cada una de las preguntas y escriba [a respuesta que

corresponda.
L Datos personales.

1. Direccidn del domicilio en donde vive

2. Edad en afios cumplidos Sexo 3. Estado Civil:
Ocupacion:

4. Consultorio  Tumno Numero de afiliacién del IMSS
5. i{Consume tabaco? Si No

6. Consume alcohol? Si No

7¢Practica en forma regular gjercicio? Si No
:Qué tipo?

Qué cantidad a la semana?

9. Cuantos afios estudio usted

II. Datos de Salud
10. ;Algiin otro miembro de su familia tiene diabetes?

Si No

11, ;Quién?

12. ;Ademas de la diabetes tiene ofras enfermedades?

13, ;Qué tratamiento usa?

14 Tiempo en aiios del diagnéstico la enfermedad
15. ;Hace cuanto tiempo fue la \iltima visita a su control de la diabetes?

Semanas Meses

16. ;Cual es el tratamiento que tiene indicado para su diabetes?

Insulina Tipo Dosis indicada
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Metformina Dosts indicada
Glibenclamida Dosis indicada
Dieta Ejercicio

I11. Mediciones antropométricas-clinicos

17. Peso Talla Circunferencia Cintura

Circunferencia de cadera

13. Tensi16n arterial

19. Resultados del IMC

20. Resultado de la prueba de MN

21. Resultados del indice cintura
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Apéndice C

Técnica de Micronucleos en Linfocitos Cultivados de Sangre Periférica con Citoplasma
Conservado

Reactivos a utilizar
1. Medio de RPMI
2. Suero fetal. Inactivar el complemento a 60 °C por 30 minutos en bafio de agua, hacer
alicuotas y guardar en congelacion.
3. Fitohemaglutinina
4. Solucién de antibiotico. Penicilina 1,000,000 U + 5 ml de agua destilada estéril,
estreptomicina 1 gr. + 5 ml de agua destilada esténl. Solucién stock 0.5 ml de Penicilina
+ 1.0 de ml de Estreptomicina + 0.5 ml de agua destilada estéril (guardar a congelacion),
Solucidn de trabajo 1.0 ml de stok + 9.0 ml de agua destilada estéril fraccionar alicuotas
y guardar a congelacion).
5. Heparina
6- Citocalacina en condiciones de esterilidad
7. Solucién hipotdnica, K¢l al 0.75%
8. Soluci6n fijadora preparar dcido acético glacial y alcohol metilico absolto (1:3).
9. Wright preparar 0.28 gr. Disolver en 100 ml de metanol en agitacién constante por 2
horas, Filirar y guardar en frasco oscuro (reposar 3 dias antes de usarlo por primera vez)
10 Buffer 1 preparar Na 2HPO4 0.06 M =2.13 gr + 250 ml de agua destilada estéril
Célculos PM = 142; M = (gr.)/ (PM); gr. (M)}(LY(PM)
gr. =(0.06 M) (0.250 L )(136) =2.3.0413 gr.
11. Buffer 2 preparar KH2PO4 0.06 M 2.0413 gr. + 250 ml. De agua destilada estéril.
Célculos PM=142: M= gr. /PM *L
gr. (M) (L) (PM), gr. = (0.06 M)(0.50 L)(136)=23.0413 gr.
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Procedimiento

De acuerdo a Garza, (1998); Hogster, (1984), Rooney, & Czepulkowski,
(1992).modificada por, se estableci6 el siguiente procedimiento de la prueba de MN.
1. Toma de ta muestra: A cada participante se I¢ tornd una muestra de 1 ml de sangre
periférica que fue colectada en tubos vacutainer con heparina.
2. Cultivo, ¢n un frasco de cultivo en condicién estéril, agregar 4 ml de medio de RPMI,
1 ml. suero fetal, 0.3 ml. de fitohemaglutinina, 1 gota de solucién antibidtica, 2 gotas de
heparina y 8-10 gotas de sangre venosa haparinizada.
3. Cosecha, a las 48 horas de incubacién agregar 6 de citocalacina y a las 72 horas de
mcubacion (sin colchicina) transferir a un tubo cénico, centrifugar a 1500 r.p.m. por 10
minutos y descartar el sobrenadante, resuspender con 2.5 ml de solucién hipoténica (no
incubar), agregar inmediatamente 1ml. de solucién fijadora (resuspender, centrifugar y
descartar el sobrenadante), agregar 2.5 ml de solucion fijadora y resuspender (repetir tres
ocasiones).
4. Tincion, agregar (.5 de solucién fijadora para gofear, y secar al aire, tefiir con
colorante Wright en buffer 1 y 2 de tincién por 3 minuto.
5. Conteo, montar en resina anaiiza en la laminilla en el microscopio de luz
convencional con el objetivo 40 X, contar las células binucleadas con MN en un total de

1000 células y reportar los resultados.
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Apéndice D

Encuestas de Datos para Seleccion de los Participantes a Estudiar con'y sin DM2

Nombre del médico que realizé la encuesta

1. Datos personales

1. Encuesta No. Fecha

2. Nombre

3. Edad Género: Masculino Femenino

4. No. de afiliacién

5. Consultorio No. Tumo: Matutino Vesperino_
6. Familiares con DM: Si No

Papa Mama Hermano (a)

Abuelos maternos Abuelos patemos

7. Se encuentra actualmentc enfermo: No Si

8. Menciona de que estd enfermo

9. ;Qué tratamiento usa?

10. Si esta enfermo de DM2 mencione los afios de evolucion desde que se le diagnéstico

laDM2

11 ;Cudl es el tratamiento que tiene indicado para su diabetes?

Insulina Tipo Dosis indicada
Metformina Dosis indicada
Glibenclamida Dosis indicada
Dieta Ejercicio

12.- ;Qué otros medicamentos toma y mencione la cantidad?

13. Toma algiin tratamiento naturista como hierbas: Si No
1. Habitos
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14. Tabaquismo: No____ Si_ No. de cigarrillos por dia No. De afios
fumando Afios que dejo de fumar

15. Alcoholismo: No Si Cada cuando bebe

Ingiere cerveza: No Si Cuantas en cada ocasién

Anos que dejo de beber

III. Exploracién fisica

16. Tensidn artenal Pulso Frecuencia respiratoria

Peso Talla

17. Presencia de retinopatia

Diagnéstico positivo cuando se presentan los siguientes signos: Hemorragia puntiforme

oen flema Exudado algodonoso Desprendimiento de retina
18. Presencia de Insuficiencia renal
Diagnostico positivo cuando se presentan log siguientes signos;

Elevacion de los valores de creatinina urea nitrégeno de urea

facie renal (color con aspecto amarillo verdoso)

Edema en miembros inferiores o anasarca con godete positivo

19. Presencia de [nsuficiencia circulatoria periférica

Diagnéstico positive cuando se presentan los siguientes signos y sintomas en el

individuo.

Signos: Cianosis Pulso tibial posterior y pedio disminui(io
Llenado capilar lento Caida de faneras (pelo)
Atrofiacutanea_~ Pielfria _ Ocronosis (hiperpigmentacion)

Sintomas: Claudicacién intermitente Dolor de miembros inferiores

Edema

20. Presencia de Neuropatia
Diagndstico positivo cuando se presentan los siguientes signos y sintomas en el

individuo.
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Signos: Alteracién de la sensibilidad Atrofia muscular
Disminucion de la fuerza muscular en miembros inferiores Marcha disbasica
Sintomas: Dolor urente Hormigueo

21. Presencia de Hipertension arterial

Diagnostico establecido de hipertensién arterial

22. Presencia de Cardiopatia isquemica
Diagnéstico positivo cuando se presentan los signientes sintomas:

Dolor precordial transfictivo relacionado con €l gjercicio




37

Delegacién Regional Nuevo Ledn
Oficio 20A16112800- 103 -2002

Monterrey, N.L, a 2 de dicigmbre de 2002.

"Dr. Ramiro Flores Diaz

Director en Funciones

Unidad de Medicina Familiar niim. 26
Monterrey, N.1.

Presente.

Deseo solicitar su amable apoyo y colaboracién para facilitar los tramites que hayan
de llevarse con ¢l Comité Local de Investigacién de la unidad a su cargo, con el
objeto de identificar la colaboracién del. Centro de investigacién Biomédica del
Noreste a través de la persona del Doctor Ricardo Cerda Flores, Investigador Titular
de la Division de Genética de dicho centro, quién trabajard en conjunto con la
doctora Emma Ibarra Costilla, Médico Familiar adscrita a esa Unidad, conduciran un
proyecto piloto de investigacién epidemioldgica con relacién al nivel de control
metabdlico en Diabetes Mellitus tipo 2 en la poblacién adserita a esa Unidad, en el
centro se verificaran los niveles de Hemoglobina ghicosilada (HbAlc), como parte de
dicho encuestamiento.

De manera anticipada deseo agradecer su apoyo, ¥ quiero aprovechar la ocasién
para enviarle un caluroso saludo.

Atentamente
Seguridad y Solidaridad Social

Dar.:tg’/ sco F. Fabeia Blas
Jefe @é}%@;ﬁteizgde Prestaciones Médicas

FEFB*IRALU*S i,

Rafael Ramnfrez 1950 Otco Centro, Montel Tey. N1 64010 México
Tel52(81)83 42 31 98 Fax 52(81)83 43 9500 E-mail: svaldovi~i?mail.mty ilesmimx
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