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Resumen

Introduccion: El pie diabético (PD) es una complicacion importante en la poblacion
con diabetes mellitus (DM), la cual conlleva a la amputacibn de miembros.
Actualmente, el PD es diagnosticado por medio de la evaluacion fisica de los pies
utilizando principalmente la escala de Wagner; sin embargo, es necesario la
presencia de lesiones visibles para el diagostico de PD, por lo que representa un
diagnéstico tardio, lo que esté asociado al alto indice de amputaciones. Es por ello
que es de creciente interés la busqueda de biomarcadores en fluidos biolégicos,
como muestras sanguineas, que permita el diagndstico oportuno del PD, lo cual
puede ser obtenido por medio de analisis metabolomicos. Objetivo general:
Identificar biomarcadores para el diagndstico temprano 'y de progresion del PD.
Métodos: El disefio del estudio fue observacional, transversal y comparativo. Se
reclutaron personas aparentemente sanas y con DM tipo 2, a las cuales se les
realiz6 el diagnéstico de PD de acuerdo a la escala de Wagner (0-5). Se obtuvieron
muestras sanguineas para el andlisis bioquimico y el analisis metabolémico de
fases polares en un equipo de UPLC-QTOF MSE. Se realiz6 el pre-procesamietno
de datos (seleccion de aductos y alineamiento, seleccién y deconvolucién de picos)
mediante el software Progenesis QIl. Posteriormente, los datos fueron sometidos a
un Analisis Discriminante de Cuadrados Minimos Parciales (PLS-DA) utlizando el
paguete MixOmics del software R. Resultados: Se reclutaron 30 voluntarios sanos,
11 con PD con escala de Wagner 0 (sin lesiones visibles) y 58 con PD con escala
de Wagner 1-5. El andlisis metaboldomico seguido del analisis multivariado permitio
una ligera discriminacion de los individuos en tres grandes grupos: sanos, DM tipo
2y PD (estadios 1, 2 y 3). Sin embargo, no se observaron diferencias en los perfiles
metaboldmicos entre los estadios 1, 2 y 3 de PD. Se identificaron 10 metabolitos
gue presentaron-el mayor impacto en la discriminacion de grupos observada en el
PLS-DA, los cuales incluyeron dos triglicéridos, siete fosfolipidos y un compuesto
sin identificar. Conclusion: El analisis metabolémico indico que el desarrollo de DM
tipo 2 altera metabolitos involucrados principalmente en el metabolismo de lipidos,
los cuales se encuentran alterados en mayor medida cuando el individuo desarrolla
PD; sin embargo, no se observa una relacion con respecto a la progresion del PD.

Palabras clave: pie diabético; diabetes mellitus tipo 2; biomarcadores,
metabolomica.



Abstract

Indroduction: Diabetic foot (DF) is an important complication developed in people
with Diabetes Mellitus (DM), leading to limb amputations. Nowadays, the DFis
diagnosed through the physical evaluation of feet using mainly the Wagner scale;
however, it is necessary the presence of visible lesions for the diagnosis of DF,
therefore, this strategy represents a late diagnose, leading to a high number of
amputations.Thus, there is an increasing interest in the search of biomarkers in
biological fluids, such as blood samples, that will allow the early diagnose of Diabetic
food, which can be achieved through metabolomics. General aim: To identify
biomarkers for the early diagnosis and progression of DF. Methods: The study
design was observational, cross-sectional, and comparative. Individuals apparently
healthy and with type 2 DM were recruited, and DF was diagnosed using the Wagner
scale. Blood samples were withdrawn for the analysis of biochemical parameters
and the metabolomic profile of the polar phase using an UPLC-QTOF MSE system.
Data were processed (adduct selection and peak selection, alignment, and
deconvolution) using the Progenesis QI software. Then, data were subjected to
Partial-Least Square-Discriminant Analysis (PLS-DA) using the MixOmics package
of R software. Results: 30 healthy individuals, 11 individuals with Wagner scale 0O
of DF (no visible lesions), and 58 individuals with Wagner scale 1-5 of DF were
recruited. The metabolomic profiling followed by the multivariate analysis allowed a
slight discrimination of the participants of the study in three groups: healthy, Wagner
0 scale of DF, and Wagner 1, 2, and 3 scale of DF. However, no differences were
observed in the metabolic profiles between Wagner scale 1, 2, and 3 of DF. Ten
metabolites were identified as the main contributors of groups discriminations in the
PLS-DA, which included two triglyerides, seven phospholipids, and one non-
identified compound. Conclusion: The metabolomic analysis showed that the
development of type 2 DM alters metabolites involved mainly in lipid metabolism,
which were greatly altered with the development of DF; however, no lineal
relationship was observed with the progression of this disease.

(Keywords: Diabetic Foot, Type 2 Diabetes Mellitus; Biomarkers, Metabolomics).



1. INTRODUCCION

La primera causa de muerte en México en personas de 45-64 afios de edad es la
DM, esta enfermedad tiene como caracteristica epidemiolégica que no disminuye
en frecuencia, intensidad, ni gravedad debido a las cifras reportadas. Dentro de las
complicaciones de la DM se encuentran el dafio a los nervios y el dafio a vasos

sanguineos, las cuales generan las Ulceras caracteristicas del PD.

El PD es la segunda causa de amputaciones después de eventos traumaticos. Las
personas que la padecen tienen mayor discapacidad, morbilidad y mortalidad y es
tardiamente diagnosticado, esto genera que los pacientes estén en un riesgo
importante de amputacion.

Existen herramientas para evaluar y clasificar heridas de PD, asi como para
pronosticar su progresion. Las mas usadas para clasificaciéon de heridas son: el
sistema de clasificacién de heridas de Wagner, que tiene la desentaja de no abordar
todas las ulceraciones e infecciones y no incluye pruebas de sensibilidad; y el
Sistema de clasificacion de heridas diabéticas de la Universidad de Texas, que de
igual manera no toma en cuenta la sensibilidad; por otra parte, para progresion de
heridas existe la clasificacion de San Elian, la cual se encarga de la evaluacion de
una herida ya existente. A pesar de estas herramientas, no hay una herramienta de

prevencion temprana para esta complicacion.

Las ciencias 6micas permiten aumentar el conocimiento de temas biolégicos y
permiten la busqueda de biomarcadores de diagnostico y prondstico de
enfermedades. Un biomarcador es cualquier sustancia, estructura o proceso que
puede medirse en el cuerpo o sus productos e influir o predecir la incidencia del
resultado o la enfermedad. La propuesta de esta investigacién es hacer uso de las
ciencias émicas, especificamente de metabolémica, para identificar biomarcadores

para esta complicacion de la Diabetes Mellitus.



2. ANTECEDENTES

2.1. Diabetes Mellitus
La DM es un trastorno metabdlico crénico, complejo y heterogéneo. Se caracteriza

por una hiperglucemia cronica (elevacion de glucosa en sangre), deficiencia
absoluta o relativa de insulina (Muiioz et al., 2004), y alteraciones en el metabolismo
de carbohidratos, grasas y proteinas (Mufioz et al., 2004; Sharma et al., 2018).
Estas alteraciones afectan todos los 6rganos, especialmente 0jos, rifiones, nervios,
corazoén, vasos sanguineos (Prieto-Goémez et al., 2017) y tejidos del cuerpo, tanto a

nifios como adultos, jévenes y mujeres embarazadas (Corrales., 2014).

2.1.1. Epidemiologia de la Diabetes Mellitus
Para poder comprender la importancia del papel-del comportamiento y morbilidad

de la DM, es necesario observar y -analizar su transicion demogréfica vy
epidemioldgica (Arboleya-Casanova y Morales-Andrade., 2008) a través del tiempo.
Los datos arrojados por el érgano oficial de difusién de la Comision Nacional de
Arbitraje Médico (CONAMED) obtenidos por Arboleya-Casanova y Morales-
Andrade (2008) reportaron que en el afio 1985 habia 30 millones de personas y que
en 1995 esta cifra aumentd a 135 millones (Arboleya-Casanova y Morales-
Andrade., 2008); posteriormente en el afio 2000, la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) .informé que la cifra de personas con DM fue de 171 millones;
subsiguientemente, Sharma et al. (2018) mencionan que para el afio 2011 se
estimaron un total de 366 millones de personas con DM, de las cuales 4.6 millones
murieron por esta enfermedad (Sharma et al., 2018); més tarde, en el 2013, la
Federacion Internacional de Diabetes (FID) informé que las consecuencias de la DM
sobre la salud de la poblacion no solo se mantienen, sino que aumentan; ademas,
en ese mismo afio se reportd la muerte de 5.1 millones de personas, costando 548
billones de ddlares; posteriormente (y de nuevo la FID), reportdé una incidencia de
382 millones de personas con esta enfermedad y estimé que cada 6 segundos
fallece alguien con DM (Corrales ., 2014).



En cuanto a proyecciones, para el afio 2025 Arboleya-Casanova y Morales-Andrade
(2008) estimaron que la cifra de personas con DM sera de 300 millones (Arboleya-
Casanova y Morales-Andrade., 2008). Y finalmente, las proyecciones de personas
con DM para el afio 2030 varian de autor a autor, ya que por un lado Corrales (2014)
estimo que la cifra sera de 592 millones (More E, 2014), mientras que Sharma et-al.

(2018) estimaron una cantidad de 439 millones de personas (Sharma et al., 2018).

2.1.2. Diabetes Mellitus en México
En México, la prevalencia de DM es alta. En el afio 2008 se estimo que el 8% de la

poblacién entre 20 y 69 afios de edad la padecian, de las cuales el 30% ignoraba
tenerla; luego en el afio 2001 fueron reportados con DM un total de 4.8 millones de
personas, de las cuales 1.4 millones no habian sido diagnosticados, impidiendo asi
la correcta aplicacion de algun tratamiento. (Arboleya-Casanova y Morales-
Andrade., 2008).

En cuanto al comportamiento epidemiolégico de la DM, con la informacion
proporcionada por las diferentes encuestas nacionales, se ha reportado una
tendencia al incremento a'lo largo del tiempo: En el afio 2000, la Encuesta Nacional
de Salud (ENSA) reportdo 5.8% de personas con DM2 (ENSA, 2000); cifra que
aumentd al 7% segun los datos arrojados por la Encuesta Nacional de Salud y
Nutricion (ENSANUT) en el afio 2006 (ENSANUT, 2006); posteriormente la
encuesta-homoénima pero del afio 2012 arrojé una estimacion de 9.2% de personas
con DM2 (ENSANUT, 2012); y finalmente, la misma encuesta pero del afio 2016
calculé un 9.4% de personas con DM2 (ENSANUT., 2016).

El Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) ha reportado el
comportamiento de la DM como causa de muerte a través de los afios separando a
la poblacion en grupos de edad y sexo; comportamiento que muestra una tendencia
a la alta y colocandose en el primer lugar de causa de muerte desde el afio 2000

hasta el afio 2015 (Véase Cuadro 1).



Cuadro 1. Trancisién epidemiolégica de la Diabetes Mellitus como causa de

muerte a lo largo del tiempo por edad y sexo

Total Mujeres Hombres
Afio 25-34 | 35-44 | 45-64 25-34 | 35-44 | 45-64 25-34 | 35-44 | 45-64
Total afos ailos | afos Total afos | afios | afos Total afios | afos | afos
1995 3 9 6 2 8 8 4 2 5 8 7 3
2000 2 8 6 2 3 6 3 4 8 7
2005 2 8 5 2 5 2 3 8 6
2010 2 8 6 2 6 2 2 8 5
2013 2 8 6 2 2 5 2 2 8 5
2014 2 8 6 2 2 6 2 2 8 5
2015 2 8 6 - 2 5 2 2 8 5
(INEGI, 2015)

En la ultima actualizacién de INEGI se reporté que la DM dentro de las primeras

diez causas de muerte en hombres y mujeres (Véase Cuadro 2).

Cuadro 2. Principales causas de muerte en México en el 2017

en el periodo perinatal

Lugar Total Hombres Mujeres
1 Enfermedades del corazdn Enfermedades del corazén | Enfermedades del corazén
2 Diabetes Mellitus Diabetes Mellitus Diabetes Mellitus
3 Tumores malignos Tumores malignos Tumores malignos
, . - Enfermedades
4 Enfermedades del higado Agresiones (homicidios)
cerebrovasculares
. , Enfermedades pulmonares
5 Accidentes Enfermedades del higado . P L
obstructivas crénicas
Enfermedades . ,
6 Accidentes Enfermedades del higado
cerebrovasculares
. N Enfermedades i
7 Agresiones (homicidios) Influenza y neumonia
cerebrovasculares
Enfermedades pulmonares , .
8 . - Influenza y neumonia Accidentes
obstructivas crénicas
, Enfermedades pulmonares L
9 Influenza y neumonia . - Insuficiencia renal
obstructivas crénicas
L Ciertas afecciones originadas | CAafecciones originadas en
10 Insuficiencia renal

el periodo perinatal

(INEGI., 2018)




En ese reporte separando sexo y rangos de edad y en el rango de 45-64 afos, la

DM fue la prime (Véase Cuadro 3).

Cuadro 3. Principales causas de muerte en México en el rando de edad de 45-64

afos
Rango 45-54 afios 55-64 anos
1 Diabetes mellitus Diabetes Mellitus
2 Tumores malignos Enfermedades del corazén
3 Enfermedades del corazén Tumores malignos
4 Enfermedades del higado Enfermedades del higado
. Enfermedades
5 Accidentes
cerebrovasculares
6 Agresiones (homicidios) Accidentes
Enfermedades ,
7 Influenza y neumonia
cerebrovasculares
8 Influenza y neumonia Insuficiencia renal
9 Insuficiencia renal Agresiones (homicidios)
10 Enfermedad por virus de la Enfermedades pulmonares
inmunodeficiencia humana obstructivas crénicas
(INEGI., 2018)

Los cambios en este comportamiento epidemiolégico pueden deberse segun
menciona la Encuesta Nacional de Enfermedades Croénicas (ENEC), a las
modificaciones en la estructura poblacional, esto es, a los cambios demograficos en

general y al incremento en el promedio de la esperanza de vida (ENEC, 1993).

Las cifras de DM reportadas pueden deberse a que, dado que es una enfermedad
incurable, las personas que la padecen deben estar bajo tratamiento para toda la
vida y determina que muchos con el transcurso del tiempo manifiesten baja

adherencia al tratamiento y se refleja en un deficiente control metabdlico, en



complicaciones y en la cantidad de afectados que acuden a los servicios de salud,
de los cuales solo del 25% al 40% tienen un control metabdlico de la enfermedad
(NOM-015-SSA-199; ENSA., 2000).

Estos datos revelan que se esté viviendo una pandemia de esta enfermedad (Prieto-
Gbomez et al., 2017), sirven como evidencia de la velocidad de su incremento
(Arboleya-Casanova y Morales-Andrade., 2008), y confirman que la DM es una de
las enfermedades cronicas mas serias.

Es asi que su caracteristica epidemioldgica es que no disminuye en frecuencia,

intensidad ni gravedad (Corrales, 2014).

2.1.3. Clasificacién de la Diabetes Mellitus
A pesar de sus diferentes manifestaciones, la. DM puede ser clasificada en tres

categorias:
o Diabetes gestacional (DMG).
o Diabetes Tipo 1 (DM1).
o Diabetes tipo 2 (DM2).

2.1.3.1. Diabetes Gestacional
Es un grado de intolerancia a la glucosa con inicio o primer reconocimiento durante

el embarazo (Sharma et al, 2018), especificamente en el segundo o tercer trimestre;

se debe a causas como el sindrome oncogénico de DM (ADA., 2018a).

2.1.3.2. Diabetes Mellitus Tipo 1
También recibe el nombre de “Diabetes Juvenil” (Sharma et al., 2018). Tiene como

caracteristica una deficiencia absoluta de insulina debido la destruccion de las
células 8 pancreéticas, dicha destruccion tiene multiples predisposiciones genéticas
y se relaciona con factores ambientales que aun no estan definidos (ADA., 2018a;
Sharma et al., 2018). Ocurre del 1-5% de los casos totales de DM (ADA., 2018a) y



en México en el aflo 2018 represento el 1.9% de las defunciones totales asociadas
con DM (INEGI, 2018).

La Asociacion Americana de Diabetes (ADA) distingue tres estadios en DM1:

o Estadio 1: Caracterizada por autoinmunidad, normo glucemia y es pre
sintomética.
o Criterios de diagnéstico: estudio de anticuerpos, glucosa en

ayuno alterada y tolerancia a la glucosa alterada.

o Estadio 2: Caracterizada por autoinmunidad, disglucemia y es pre
sintomética.
o Criterios de diagnostico:
. Multiples anticuerpos:
. Tolerancia a la glucosa alterada.

. Glucosa plasmatica en ayunas (100-125 mg/dl o 5.6-69
mmol/L).

. Glucosa en plasma de dos horas (140-199 mg/dl o 7.8-
11 mmol/L).

. HbA1c (5.7-6.4% o0 39-47 mmol/L); o aumento de 10%.

o Estadio 3: Se caracteriza por hiperglucemias de nueva aparicién y es
sintomatica.
o Criterios de diagnostico: sintomas clinicos y diabetes por criterio
estandar.

(ADA., 2018a).

En DM1 se presenta poliuria (excrecion muy abundante de orina), polidipsia
(necesidad urgente y exagerada de beber agua) y una tercera parte presenta
cetoacidosis diabética (Dabelea et al., 2014; ADA, 2018a).



2.1.3.3. Diabetes Mellitus Tipo 2
Conocida también como “Diabetes de Adultos", es ocasionada por un defecto

progresivo en la secrecion de insulina de las células 8 pancreaticas, ocasionando
(a diferencia de DM1 donde la deficiencia es absoluta) una deficiencia de insulina
relativa (Sharma et al., 2018).

Una de las razones por la que DM2 no se diagnostica a tiempo es porque la
hiperglucemia (derivada de la baja secrecidbn de insulina) se desarrolla
gradualmente, por lo que en etapas tempranas no es lo suficientemente grave como
para que el paciente note los sintomas; esto es importante, ya que si bien
(inicialmente y con frecuencia) a lo largo de su vida las personas con DM2 no
necesitan insulinoterapia, al no ser diagnosticadas tienen un mayor riesgo de
desarrollar complicaciones macro y micro. vasculares; ademas, el riesgo de
desarrollar DM2 aumenta con la edad, el sedentarismo y la obesidad (especialmente
obesidad abdominal y visceral); y con un conjunto de alteraciones (Prieto-Gémez et
al., 2017) denominadas Sindrome metabdlico(SM), caracterizado por un aumento
en la concentracion de colesterol, triglicéridos, presion arterial y glucosa en sangre
(ADA., 2018a; Sharma et al., 2018); sin embargo, si bien no todos los pacientes con
DM2 tienen sobrepeso o son obesos (ADA., 2018a), el SM predispone para
desarrollar DM2 (Prieto-Gomez et al., 2017).

Pérez (2009) distingue 3 fases de DM2:

o Fase 1. Resistencia periférica a la insulina asociada a valores de
normo glicemia.

o Fase 2: También llamada “insulino resistencia”. Esta marcada a nivel
de los tejidos periféricos (muasculo y tejido adiposo), generando una
sobreproduccion de insulina que no alcanza a realizar la homeostasis de la
glucosa (homeostasis postprandial).

o Fase 3: Estd asociada a la declinacion en el funcionamiento de las

células B pancredticas.
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La DM2 representa 90-95% de toda la DM (ADA., 2018a) y es un serio problema
del siglo XXI debido a las complicaciones secundarias asociadas (Singh et al.,
2011), es una de las enfermedades crénico degenerativas con mayor prevalencia a
nivel mundial y representa un grave problema de salud puablica (Jiménez-Flores et
al., 2014).

2.1.3.3.1. Diagndstico de Diabetes Mellitus Tipo 2
Se realiza con la presencia clasica de hiperglucemia y prueba sanguinea anormal

de tolerancia a la glucosa:

o Valor limite maximo de glucosa >126 mg/dl (7.0 mmol/L).

o Prueba de tolerancia oral a la glucosa: Glucosa =200mg/dl o =11.1
mmol\L dos horas después de realizar la prueba con 75¢g de glucosa via oral.
o Hemoglobina glicosilada mayor a 6.5%.

(Prieto-GOmez et al., 2017)

2.1.3.4. Otros tipos de Diabetes Mellitus
Son causados por endocrinopatias, defectos genéticos inducidos por la funcién de

las células, exceso 'y deficiencia de hormona de crecimiento, exceso de
catecolaminas, hiperaldosteronismo primario, hipertiroidismo (Sharma et al., 2018),
DM neonatal, DM de inicio en la madures MODY, enfermedades del pancreas
exocrino (fibrosis quistica y pancreatitis); DM inducida por farmacos o sustancias
guimicas como el uso de glucocorticoides en tratamiento de VIH\SIDA, y después

de un trasplante de 6rganos (ADA, 2018a).

2.1.4.Complicaciones en Diabetes Mellitus
Dado que la DM altera el metabolismo por los cambios en los niveles de glucosa

plasmatica cronica (Prieto-Gomez et al., 2017), se generan complicaciones a largo
plazo en los diferentes aparatos y sistemas (Corrales, 2014), dichas complicaciones

11



son la mayor causa de morbilidad y mortalidad en pacientes con DM (Singh et al.,

2011; Sharma et al., 2018), estas complicaciones involucran:

Cerebro: Accidentes cerebrovasculares.

Ojos: Retinopatia que conduce a ceguera.

Corazon: Lesiones y alteraciones.

Riflones: Disfuncién e insuficiencia renal, nefropatia.
Vasos sanguineos: Isquemia.

Dafio a nervios periféricos: neuropatias que generan el PD.

(Corrales, 2014; Prieto-GOmez et al., 2017)

El dafio a vasos sanguineos y a nervios periféricos son causantes de Ulceras en

extremidades inferiores, caracteristica del PD. Se estima que de las personas con

DM y alguna complicacién, 14% afecta a nefropatia diabética, 2-5% ceguera y un

elevado riesgo de padecer una enfermedad isquémica cardiaca y enfermedad

cerebro vascular; y 7%-10% PD de los cuales 30% terminara en amputacion

(Arboleya-Casanova y Morales-Andrade., 2008).

2.1.4.1.

Pie Diabético

PD es una complicacion de DM, resulta de un estado hiper glucémico prolongado e

implica limitacion para realizar actividades (Prieto-Goémez et al., 2017). Su definicion

varia dependiendo el autor y del afio (Véase Cuadro 4).
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Cuadro 4. Definiciones de Pie Diabético reportadas en la literatura consultada

.AUTOR DEFINICION

Ulceracidn, infeccion y\o gangrena del pie aliado a Neuropatia
(IWGDF., 2007) | Diabética y distintos grados de enfermedad arterial periférica,
es resultado de la interaccion de factores metabdlicos.

(Arboleya-
Casanovay Infeccién, ulceracion y destruccion de tejidos profundos aliado
Morales-Andrade., a anormalidades neurologicas y vasculopatia periférica.
2008)
Infeccién, ulceracién o destruccién de tejidos profundos
(Blanes et al., relacionados con alteraciones neurolégicas y distintos grados
2012) de enfermedad vascular periférica en extremidades. inferiores,

afecta DM que no ha sido tratada.

(NICE., 2015) Lesion en piel o tejido subyacente, debajo del tobillo en DM.
(Prieto-Gomez et Ulceracion del pie como secuela de traumatismo con
al. 2017 infeccion por exposicién de herida a agentes externos y de
B dificil cicatrizacion.
(ADA., 2018b) Area anatémica debajo del maléolo en una persona con DM
(IWGDF., 2007; Arboleya-Casanova y Morales-Andrade., 2008, Blanes et al., 2012, NICE., 2015, Prieto-
Gomez et al., 2017)

Hay dos aspectos a considerar en PD: Neuropatia e Isquemia (Mesa et al., 2011).

2.1.4.1.1. Epidemiologia del Pie Diabético
Al igual que en DM, para poder comprender la importancia del papel del

comportamiento y morbilidad del PD, es necesario observar y analizar su transicion
demografica y epidemiologica (Arboleya-Casanova y Morales-Andrade., 2008) a

través del tiempo.

Boulton (1997) menciona que las Ulceras en el pie ocurren de un 5-10% de la
poblacién de DM, de estos, mas del 3% sufriran una amputacion de un miembro
inferior (Boulton., 1997); por su parte Merza y Tesfaye (2003) y Singh y Armstrong
(2005) mencionan que las personas con DM tienen un 25% de riesgo mayor de
desarrollar tlceras en los pies en algin momento de su vida (Merza y Tesfaye.,
2003; Singh y Armstrong., 2005), dicha cifra es similar a la de Prieto-Gomez et al
(2017) quienes mencionaron que de las personas con DM, entre el 20-25%
padeceran en el futuro PD, y de ese porcentaje un 20% serad sometido a una

amputacion total o parcial de pie (Prieto-Gomez et al., 2017). Finalmente Alexiadou
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y Doupis (2012) mencionan que de los casos de Ulceras de PD, del 60-80% sanaran
sin intervencion o después del tratamiento, pero solo 10-15% permaneceran activos
y 5-24% tendrdn una amputacion en algan miembro inferior (Alexiadou y Doupis.,
2012).

En pacientes hospitalizados, la ulcera de PD es el precursor mas.coman de
amputacion en DM (Oyibo., 2001). Li et al (2016) reportaron una prevalencia en
pacientes hospitalizados del 4-10% (Li et al., 2016), cifra menor a lo mencionado
primero por Adler (1999), y posteriormente por Merza y Tesfaye (2003), quienes
reportaron que las Ulceras de PD representan el 85% de todas las amputaciones de
miembros inferiores y 50% de ocupacion de camas en pacientes con DM en el Reino
Unido (Adler et al., 1999; Merza y Tesfaye., 2003)y Baker (2001) reporté que en
Estados Unidos (EU) hay mas de 50 mil amputaciones anuales derivadas de una
DM (Baker., 2001); finalmente en cuanto a mortalidad, las personas con PD tienen
una mortalidad de 16.7% a los 12 meses y 50% a los 5 afios, rango comparable con
el cancer de colon (Davis., et al 2018)

El PD es la segunda causa de amputaciones después de eventos traumaticos
(Corrales., 2014) y mas del 70% de los pacientes con complicaciones de DM sufren
algun tipo de amputacioén en alguna extremidad inferior (Prieto-Gémez et al., 2017),
generando costos considerables; sobre esto, Lavery et al (2003) reportaron que se
destinan del 20-40% de los recursos de atencion a la salud al PD (Lavery et al.,
2003), mientras que el impacto a la economia nacional resultante de estos costos
reportada en el 2017 por el Servicio Nacional del Reino Unido fue de 650 millones
de euros (Meng et al., 2017); ademas, las Ulceras de PD se han identificado como
componentes en mas de dos terceras partes de amputaciones (Larsson y Apelqvist.,
1995).
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2.1.4.1.2. Pie Diabético en México
En cuanto a las cifras epidemiolégicas de PD en México, ENSANUT reporté en el

afo 2012 un 2% de amputaciones en extremidades inferiores por causa de DM,; cifra
gue incrementd en lo reportado por su homologa del 2012 con un 5.5%; ademas,
ese Ultimo afio se reportdé una incidencia de 41.2% de personas con DM que
manifiestan pérdidas de sensibilidad, dolor o ardor en los pies. Asi pues, la
caracteristica epidemiologica del PD es que las personas que lo padecen tienen

mayor discapacidad, alta morbilidad y mayor mortalidad (Adler y Apelgvist., 1999).

2.1.4.1.3. Ulceras de Pie Diabético
Son los rasgos caracteristicos del PD (Mesa et al., 2011), y dado que la condicién

del PD reside en que el menor trauma puede causar Ulceras, agregando problemas
potenciales en los huesos y articulaciones en virtud de la Insuficiencia vascular
periférica y Neuropatia, ocasionan que las extremidades inferiores son
particularmente vulnerables a heridas, dafios circulatorios y neuroldgicos (Arboleya-
Casanova y Morales-Andrade., 2008). Las ulceras de PD son causa frecuente de
discapacidad, morbilidad (Mufioz et al., 2004), hospitalizacion, amputaciones en
pacientes con DM (Lipsky, 2004) y mortalidad (ADA., 2018b); afecta de manera
negativa la calidad de vida (Mufioz et al., 2004) y los costos del tratamiento (Margolis
y Jeffcoate., 2013; Michail et al., 2013), los cuales aumentan dependiendo los

factores relacionados con la gravedad de la herida (Apelqgvist et al., 2017).

Por todo lo anterior, es que el PD es la complicacién de DM que mas costos implica
(Prieto-Gomez et al., 2017).

2.1.4.1.4. Factores de riesgo de Pie Diabético
Se incluyen los relacionados con la aparicion de ulceras y los relacionados con la

amputacion del pie:
Factores modificables:

e Descontrol metabdlico.
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e Factores sociales.

e Deformidades anatémicas.

e Aumento de presion plantar.

e Calzado inadecuado.

e Sobrepeso corporal u obesidad.
e Alcoholismo.

e Tabaquismo.

e Ingestidén de betabloqueantes.
Factores no modificables:

e Edad: Frecuente en mayores de 45 afios, mayormente cuando hay mucho
tiempo de evolucion de DM.

e Sexo: Mas frecuente en hombres, esto puede relacionarse a riesgos
ocupacionales, en donde la fuerza y el roce ejercen presion para provocar
una lesion.

e Tiempo de evolucion de DM.

e Etnia.

e Resequedad de piel.

e Neuropatia: Condiciona la disminucién en la sensibilidad, evitando que se
noten roces o-malestar en los pies.

e Isquemia: Perfusion sanguinea disminuida considerablemente. Esto es
debido a que en niveles de hiperglucemia constante el metabolismo de
lipidos permanece alterado; con esto se forman placas de ateromas que
reducen la luz de los vasos. Este efecto, agregando una lesion propia del
endotelio, el incremento en la viscosidad sanguinea, el incremento en la
agregacion plaquetaria y el aumento de algunos de los factores de
coagulacion, llevan a dicha disminucién en perfusién sanguinea.

¢ Antecedentes de retinopatia (puede ser modificable en estadios iniciales).
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e Antecedentes de Ulceras y\o amputaciones (puede ser modificable en
estadios iniciales).

Factores que no dependen de la situacion patoldgica (pueden ser modificables):

e Traumatismos: Son el principal factor de riesgo.

o Traumatismos mecéanicos: cortaduras, objetos punzo cortantes y
lesiones por deformidades.

o Traumatismos mecénicos: quemaduras con agua caliente o caminar
en suelo caliente.

o Peligros laborales: trabajos en agricultura, ganaderia y zonas con
climas de temperatura elevada.

e Habitos téxicos: alcoholismo y tabaquismo.

e Falta de prevencion, informacién, educaciéon y nivel socioeconémico bajo,
originando el abandono del tratamiento 'y agravando asi la enfermedad.

e Mala higiene en los pies: Si no hay limpieza, la piel se lesiona y se favorece
la infeccidn; también se favorece si el control glucémico no es correcto.
(Garcia y Dudduty., 2001; Merza y Tesfaye., 2003; Alvarez., 2005; Mufioz et
al., 2014; Prieto-Gomez et al., 2017; ADA., 2018b)

2.1.4.1.5. Lesionen Pie Diabético
Las &reas mas comunes de ulceracion son las zonas en que se ejerce presion, como
lo son ‘el talén y zona con hallux valgus (Prieto-Gomez et al., 2017); y el orden de

los sucesos de la ulcera de PD son:

o Neuropatia diabética: Es el factor indicador mas fuerte para ulcera de
PD; se ha reportado y demostrado que 63% de las Ulceras de PD se deben
a la neuropatia sensitiva periférica (Reiber et al., 1999).

o Enfermedad vascular periférica: aunque no se sugiere como causa de
ulceracién sola, generalmente se encuentra en combinacién con la

neuropatia diabética (Boulton., 1996).
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Aunque las ulceras del PD y las amputaciones son consecuencias comunes de la
neuropatia diabética y de la enfermedad arterial periférica (ADA., 2018b), la mayoria
inicia con neuropatia (Mufioz et al., 2004; Arboleya-Casanova y Morales-Andrade.,
2008), y si se aumentan las parestesias y se disminuye la sensacion del dolor, los
traumatismos subsecuentes y repetidos pueden ocasionar degeneracion articular'y
resultar en nuevos apoyos del pie que reciclan el problema de ulcera (NOM-015-
SSA2-1994; Brennan., 2000; World Health Organization., 2004). Sin embargo, a
pesar de que la neuropatia diabética es la complicacién mas frecuente y precoz de

la DM, suele ser la mas tardiamente diagnosticada (Mufioz et al., 2004).

2.1.4.1.5.1. Isquemia
En DM afecta vasos sanguineos pequefios y grandes. En EU 20% de las personas

con DM se hospitalizan por las complicaciones de PD, de los cuales una tercera
parte presenta enfermedad vascular periférica y 7% requiere amputacién o cirugia
vascular. Progresa mas rapido en presencia de DM y tiene una distribucién peri tibial
caracteristica, por lo que el PD se hace mas vulnerable a las heridas (Lopez y
Lépez., 1998).

Los signos y sintomas de la insuficiencia vascular periférica en PD son:

o Claudicacion intermitente.

o Pie frio.

) Dolor en reposo.

o Pulsos ausentes.

o Palidez a la elevacion.

o Retardo en el vaciamiento venoso al elevar la extremidad.
o Rubor al colgar la pierna.

o Atrofia de grasa subcutanea.

o Piel adelgazada.

o Pérdida de bellos del pie y pierna.
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o Ufas quebradizas.

. Gangrena y necrosis en metatarso.

o Posible oclusién progresiva o aguda por trombosis, produciendo dolor,
edema ceruleo, parestesia, calambres, pardlisis con debilidad subita y

enfriamiento del pie.

o Piel seca por disminucion de sudoracion.
o Piel fragil que produce grietas y cuarteaduras con-alto riesgo de
infeccion.

Con las caracteristicas mencionadas, la isquemia puede conducir a una
coalescencia de herida, es decir, heridas separadas que se hacen una sola
(Martinez-De-Jesus et al., 2012).

2.1.4.1.5.2. Neuropatia
El sistema nervioso parasimpatico se encarga de controlar los actos y las funciones.

Este sistema es afectado por la Neuropatia Diabética (ND) (Prieto-GOmez et al.,
2017).

La ND es un grupo heterogéneo de desordenes con diversas manifestaciones
clinicas (ADA., 2018b) y complicacion comun de la DM (Oyibo et al., 2001) de gran
morbilidad (Mufioz et al., 2014); afecta al 30% de la poblacién con DM influyendo
en la aparicion y establecimiento del PD (Qyibo. et al, 2001). Se define como la
presencia de sintomas o signos de disfuncion de los nervios periféricos en personas
con DM tras la exclusion de otras causas y afecta todos los tipos de fibras nerviosas

como lo son las motoras, sensitivas y autonémicas (Gonzalez, 2010).

A pesar de que la evolucion y la gravedad del PD se relacionan con la duracion y
mal control de la DM (Mufioz et al., 2014), su diagndstico temprano es bajo, ya que
mas del 50% de las ND periféricas son asintoméaticas (ADA., 2018b) y suele ser
tardiamente diagnosticada por la ausencia de criterios de diagnostico unificados,

por la multiplicidad de métodos de diagndstico, por la heterogeneidad de formas
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clinicas (Mufioz et al., 2014) y también debido a que para establecer ND se han
tenido que pasar por lo menos 10 afios desde que se debut6 con DM (Prieto-Gomez
et al., 2017).

El proceso de la ND en PD tiene que ver con una elevacion de glucosa en sangre
por periodos prolongados, esta elevacion de glucosa forma sorbitol que se acumula
en el nodo de Ranvier disminuyendo asi la conduccion nerviosa (Prieto-Gomez et
al., 2017) y la sensibilidad neuronal, la cual es un factor clave en el desarrollo de
esta patologia, ya que al perder la percepcion de estimulos en‘el miembro y haber
lesion, no se sentira (Martinez-De-Jesus et al., 2012; Prieto-Gomez et al., 2017) y
se desarrolla un edema que tendra un rol importante en el desarrollo de Ulceras de

dificil cicatrizacion (Martinez-De-Jesus et al., 2012).

En la fisiopatologia del PD, después de la ND, participan las angiopatias, que

pueden ser:

e Macro angiopatias: Son de grandes y medianos vasos, resultan de trastornos

metabdlicos que acomparfan a la persona con DM, se caracterizan por:

o Elevacion de niveles de triglicéridos.
o Establecimiento de aterosclerosis.
o Impide aporte de oxigeno a las extremidades inferiores.
o Micro angiopatias: El mecanismo de principal relevancia para que se

presente es la hiperglucemia constante. Afecta principalmente las arterias de
miembros inferiores y disminuye el aporte sanguineo hacia la extremidad
inferior distal.

(Prieto-Gomez et al., 2017)

2.1.4.1.6. Evaluaciones sensoriales en Pie Diabético
Para realizar una evaluacion efectiva con el fin de prevenir ulceraciones y

amputaciones se requiere de herramientas (Diabetes Control and Complication Trial
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Research Group., 2000), y de acuerdo con la ADA, debe ser mediante el

seguimiento de:

a) Manifestaciones clinicas.

b) Examinacion clinica.

C) Estudios de diagndstico eléctrico.

d) Evaluacion sensorial.

e) Pruebas de rendimiento autonémico.
(Shahbazian et al., 2012)

Sin embargo, (A) y (B) presentan la dificultad de ser dificiles y caras (Shahbazian et
al., 2012), y para esto existen actualmente pruebas validadas que deben realizarse
para detectar cambios neuroldgicos con el fin de identificar el riesgo de heridas
futuras (Lucoveis et al., 2018). No obstante; la evaluaciéon no se dirige tanto a
diagnosticar estadios de ND, sino a identificar presencia de pérdida de sensibilidad

protectora (Gonzalez, 2010).

Son cinco las pruebas que han demostrado su utilidad para diagnosticar la pérdida
de sensibilidad protectora:

o Discriminacidn.con un alfiler (palillo)

o Umbral de sensibilidad vibratoria determinado con neurotensiémetro
o Valoracion del reflejo Aquileo

. Diapasén de 128 Hz

. Monofilamento de Seemes-Weinstein de 7.5/10 g

(Gonzélez., 2010)

De las herramientas mencionadas, las que mas destacan en la literatura por sus
ventajas de practicidad, utilidad, econdmicas, no doloras y no invasivas para los
sujetos a evaluar son las Ultimas tres (reflejo Aquileo, diapason de 128 Hz y
monofilamento de Seemes-Weinstein de 7.5/10 g) (Boulton et al., 2008; Bortoletto
et al., 2009).
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2.1.4.1.6.1. Evaluacion de reflejo Aquileo
El tend6n de Aquiles tiene la caracteristica de ser muy voluminoso y resistente, ya

que soporta grandes tensiones. Anatomicamente desciende verticalmente
estrechandose por detras de los musculos de la cavidad profunda de la piernay del
tobillo, tiene una extension minima de aproximadamente 15 mm y a continuacion.se
ensancha para alcanzar su entesis sobre la mitad inferior de la cara posterior del

calcaneo (Denis et al., 2004).

La exploracion de reflejo Aquileo (ReAq) se realiza para determinar la integridad de
la raiz nerviosa (Palmer y Elper, 2002) de las raices S1, S2 y del nervio periférico
ciatico. La exploracién consiste en la percusion de este tendon, obteniendo como

respuesta normal una flexién plantar (Robres et al.,.2011).
Procedimiento de exploracion:

Para mejorar los resultados de la prueba se recomienda que el sujeto a evaluar
colabore y esté alerta, que se le explique previamente el procedimiento y que se le
haga antes en la mano o brazo, ademas de mantener el pie oculto de la visién del
sujeto a evaluar (Gonzélez, 2010). Se coloca al sujeto a evaluar en posicién prona
(acostado boca abajo), supina (acostado boca arriba) o sentado (Palmer y Elper.,
2002), se localiza el tenddn de Aquiles en el punto de encuentro de los tendones

del musculo séleo (soleus) y de los gemelos (gastrocne mius) (Denis et al., 2004).

Una vez localizado, se realiza una percusion con un martillo neurolégico: La
respuesta positiva a dicha percusion del tobillo es la flexion plantar (Palmer y Elper,
2002); mientras que de no haber respuesta, recibe el nombre de arreflexia de
tendén, esto constituye una importante alteracién musculo esquelética y aumenta el

riesgo de las Ulceras en personas con DM (Lucoveis et al., 2018).

2.1.4.1.6.2. Evaluacién con diapasén 128 Hz
Inventado en 1711 por el masico John Shore, y 100 afios después de su invencién

para el area de la musica, se empez0 a usar en el campo de la medicina (Garcia-
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Palmer, 1988). Es comunmente elaborado de acero, y al ser golpeado en alguna de
sus ramas mientras se sostiene por el mango produce una vibracién prolongada
que se mantiene y varia dependiendo de la frecuencia bajo la que esté fabricado,
por lo que la vibracién siempre sera la misma (Garcia-Palmer, 2015).

El diapason de 128 Hz (D-128Hz) tiene una sensibilidad del 80% y una especificidad
del 60% (Chadwick et al., 2013), y junto con el monofilamento de Semmens-
Weinstein de 7.5/10 g, es la herramienta de mayor utilidad hoy en dia para el cribado
de la ND (Cuevas et al., 2018).

Para mejorar los resultados de la prueba se recomienda que el sujeto a evaluar
colabore y esté alerta, que se le explique previamente el procedimiento y que se le
haga antes en la mano o brazo, ademas de mantener el pie oculto de la vision del
paciente (Gonzalez., 2010). Se le realiza la percusion al diapasén con un golpe
ligero y se coloca sobre el primer dedo del pie o sobre el relieve 6seo de la cabeza
del primer metatarsiano del sujeto a evaluar (Chadwick et al., 2013). La evaluacion
consiste en si el sujeto siente o no la vibracion (Damas et al., 2017) y dar respuesta

al evaluador.

2.1.4.1.6.3. Evaluacion con monofilamento de Semmes-Weinstein 7.5/10 g
Los monofilamentos son otra manera de llamar a los estesiometros (del griego

aisthesis: sensacion/sensibilidad; y del griego metrén: medida) (Caceres., 2012).
Estéan fabricados con determinadas especificaciones de longitud, grosor y material
(Gonzélez., 2010).

A finales del siglo XIX Maximilian Ruppert Franz Frey usé crines de caballo de
diferentes longitudes y grosores como material de experimentacion. Observo que la
presién ejercida por el crin sobre una superficie al curvarse era siembre la misma
independientemente de la fuerza o presion ejercida por el explorador.
Posteriormente en 1950 Josephine Semmes y Sidney Weinstein usaron nylon para
la elaboracion de un juego de 20 monofilamentos de diametros diferentes y de
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longitud constante basandose en las propiedades descubiertas por Franz Frey. La
ventaja del nylon era que su sintesis aportaba material en cantidades ilimitadas y
de caracteristicas homogéneas, capacidad de absorcién de humedad menor y que
se podia disponer de monofilamentos que soportaban mayor presion sin curvarse
(1 a 3009), ya que la generada por las crines de caballo era inferior a 1 g (Gonzalez.,
2010).

Birke y Sims fueron los primeros en establecer el limite para el monofilamento de
10g en 1985 (Birke y Sims., 1986) al usar monofilamentos de medidas de 4.07, 5.07
y 6.28 para detectar la sensacion de 72 pacientes con lepra y 28 pacientes con DM
(Olmos et al., 1995). Y aunque las tres medidas de son igualmente efectivas para el
cribado de ND (Zhang et al., 2018), el umbral mas bajo de sensacion de presién en
pacientes sin historia, ni presencia de Ulcera correspondio al de 5.07 (10g); dado
esto, los autores concluyeron que el monofilamento de Semmes—Weinstein de
7.5/10g (MSW-7.5/10 g) de esta medida es el mejor indicador de alteracion de la
sensacién protectora (Saltzman et al., 2004), la que mejor se correlaciona con la
presencia de ulceraciones, el riesgo de desarrollarlas (Gonzalez., 2010) y es
suficiente para la exploracién de la ND sensitiva (Mueller., 1996; Saltzman et al.,
2004); dando origen al actual monofilamento de Semmes-Weinstein, el cual es una
fibra de nylon unida.a un mango (Mayfield y Sugarman., 2000; Céaceres., 2012), esta
fibra esta calibrada de forma que al presionarla sobre la piel corresponda a una
fuerza constante. De esta manera, las pequefias vibraciones, fluctuaciones de la
intensidad de aplicacion o movimientos propios de la mano del examinador no
influyen sobre la cantidad de fuerza ejercida (Mueller., 1996; Mayfield y Sugarman.,
2000).

Se han reportado diferentes niveles de sensibilidad: de 77% (Perkins et al., 2001);
de 66-91% (Mayfield y Sugarman., 2000); asi como diferentes reportes de
especificidad, como de 96% (Perkins et al., 2001), y 23-86% (Mayfield y Sugarman.,
2000). El valor predictivo positivo de la prueba es de 34-86%; y un valor predictivo
negativo de 94-95% (Mayfield y Sugarman., 2000).
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El Grupo de Trabajo de Cuidados de los Pies de la ADA aconseja realizar dos
pruebas, de las cuales una debe ser el MSW-7.5/10 g; el Centro de Servicios de
Medicare y Medicaid, la FID y la OMS recomiendan que las pruebas en los pies se
realicen con MSW-7.5/10g (WHO., 2006; Feng et al., 2009); y el Consenso
Internacional sobre el PD y el grupo del Hospital Clinico San Carlos recomienda el
MSW-7.5/10g como prueba de eleccion dada su sencillez, bajo costo y rapidez
(Gonzélez., 2010).

La razon fundamental de la prueba de MSW 7.5/10 g es medir la capacidad del
sujeto a sentir un punto de presion (Lee et al., 2003). La evaluaciéon es una prueba
no invasiva, de bajo costo, rapida, facil, simple de aplicar que se usa en la practica
clinica y en las rutinas de autoevaluacion (Feng et al., 2009), ademas es apropiada
y simple (Shahbazian., 2012) reproducible y efectiva (Caceres, 2012) como método
de cribado para la identificacion de NDy predecir la probabilidad de desarrollar
Ulceras en el pie de las personas con DM (Shahbazian., 2012), incluso es
considerado el estdndar de oro para la identificacion temprana de un pie con riesgo

de amputacién (Lucoveis et al., 2018).
Procedimiento de la prueba:

Para mejorar los resultados de la prueba se recomienda que el sujeto a evaluar
colabore y esté alerta, que se le explique previamente el procedimiento y que se le
haga antes en la-mano o brazo; ademéas de mantener el pie oculto de la visién del

paciente (Gonzalez., 2010).

Se aplica al sitio de prueba ejerciendo presion hasta que se doble el nylon alrededor
de un segundo, se le da la instruccion al sujeto a evaluar de que conteste “Si” 0 “No”
cada vez que sienta (Feng et al., 2009). Si el sujeto no siente después de que el
monofilamento se dobla, el sitio donde se hace el test se considera insensible
(Mayfield y Sugarman., 2000; Feng et al., 2009; Zhang et al., 2018;) y como factor
predictor independiente de riesgo elevado de Ulcera de pie (McNeely et al., 1995;
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Feng et al., 2009). Por el contrario, si el test es normal, no se puede descartar del
todo la ND (Gonzélez., 2010).

Mientras el uso de MSW-5.07/10 g se expande y es generalmente aceptado, aln
no hay un método estandar para su aplicacion (Feng et al., 2009; Gonzalez., 2010),
ni un estandar universal con instrucciones de coémo y donde usar- los

monofilamentos o interpretar sus resultados (Shahbazian., 2012).

Los sitios de prueba de MSW-7.5/10 g varian ampliamente en niumero y localizacion;
y aunque Feng et al (2009) recomiendan de 1 a 10 (Feng et al., 2009), el nimero
de la cantidad de sitios de aplicacion de estudio varian en diferentes estudios (Lee
et al., 2003; Zhang et al., 2018). Poner a prueba mas puntos permiten al
monofilamento ser mas sensible en la identificacién de pacientes con ND (Lee et
al., 2003); contrario a evaluar un solo punto, donde no es tan efectivo el diagndstico
de ND (Feng et al., 2009).

Tras su empleo repetido, el MSW-7.5/10g pierde parcialmente sus caracteristicas
de constancia en la fuerza aplicada al curvarse, por lo que se recomienda que tras
10 pacientes explorados se deje un periodo de reposo de 24 Hrs (Mayfield y
Sugarman., 2000; Gonzélez., 2010).

A pesar de contar con recomendaciones en varias guias practicas clinicas, existe
poca evidencia respecto a la eficacia de MSW-7.5/10g para detectar por si sola
(como unica herramienta) la ND en pies sin Ulceras visibles, por lo que no se
recomienda el uso Unico de la prueba de monofilamento para evaluar ND
(Gonzélez., 2010; Caceres, 2012).

2.1.4.1.7. Herramientas de clasificacion y prondstico de Pie Diabético
Los sistemas de clasificacion de heridas se usan para intentar abarcar las diferentes

caracteristicas de una ulcera, como lo son: sitio, profundidad, presencia de ND,
presencia de isquemia (Oyibo et al., 2001) y presencia de infeccion (Jeffcoate.,
1993). La clasificacion de la herida debe realizarse desde la evaluacion inicial de la
herida (Martinez-De-Jesus et al., 2012). Un sistema de clasificacion para PD provee
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una descripcion uniforme de la ulcera y ayuda en la planeacion de estrategias de
tratamientos correctivos y preventivos en términos de curacion y amputacion de
miembros inferiores (Jeffcoate., 1993); sin embargo, pocos sistemas de clasificacion
han sido sefialados para valorar el puntaje de gravedad de las Ulceras (Martinez-
De-Jesus et al., 2012).

La mayoria de los sistemas de clasificacién han fallado en incluir todas las variables
que pueden afectar positiva o negativamente la cronobiologia de la cicatrizacion,
esta limitante ocasiona que se generen diversas clasificaciones de PD para
determinar el impacto de algunas variables en amputaciones (Martinez-De-Jesus et
al., 2012) y el seguimiento de los cambios que surgen durante el proceso de la lesion
(Edmonds., 2007). Los sistemas de clasificacion y.de pronéstico de PD mas

conocidos y usados son:

) Sistemas de clasificacion de heridas:
o Sistema de clasificacion de heridas de Wagner-Meggitt.
o Sistema de clasificacion de heridas diabéticas de la Universidad
de Texas.
o Sistema de pronoéstico de heridas:
o Clasificacion de San Elian.
(Oyibo et al., 2001)

2.1.4.1.7.1. Sistema de clasificacién de heridas de Wagner-Megitt

Es la herramienta mas usada para clasificar heridas en PD (Castillo et al., 2014).
Este sistema evalla la profundidad de la herida y presencia de osteomielitis, y
gangrena. Clasifica la herida en 6 grados (Véase Figura 1):

o Grado 0: Lesién pre o post ulcerativa.

o Grado 1: Ulcera total o parcial.

o Grado 2: Herida que penetra el tenddn o capsula.
o Grado 3: Herida profunda con ostedlisis.

o Grado 4: Gangrena parcial del pie.

o Grado 5: Gangrena total del pie.

(Wagner, 1981)
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Figura 1. Clasificacién de heridas de Pie Diabético de Wagner-Meggitt.

Sin embargo, a pesar de ser la herramienta mas conocida para clasificar heridas en
PD, implica algunas desventajas: no aborda adecuadamente todas las Ulceras e
infecciones, en las primeras escalas (0—3) evalta unicamente profundidad de la
lesion en tejidos y partes blandas; la escala 4 evalGa principalmente la gangrena
parcial del pie y la escala 5 abarca un pie completamente gangrenoso; y estas dos
tltimas escalas (4 y 5) condicionan quirdrgicamente a porcién gangrenada, es decir,
valoran la porcién de extremidad inferior a amputar; ademas no incluye pruebas de
sensibilidad (Castillo et al., 2014).

2.1.4.1.7.2. Sistema de clasificacién de heridas diabéticas de la Universidad
de Texas
Esta herramienta evalUa en los grados O, |, Il y lll; que a su vez estan divididos en

los diferentes estadios A, B, C y D (Véase Figura 2).

CLASIFICACION DE LESIONES DE PIE DIABETICO
DE LA UNIVERSIDAD DE TEXAS

GRADO
ESTADIO
0 I (] 1]
: - Herida

Leslones pre o Hem_ja Herida que penetrante

A post ulcerosas superficial, A afecta a tendén que afecta

completamente  afecta a tendon, ¢

i G o capsula ahuesoo

epitelizadas capsula o hueso s o
articulacion

B Infectada Infectada Infectada Infectada
C Isquémica Isquémica Isquémica Isquémica
D Infectada e Infectada e Infectada e Infectada e
isquémica isquémica isquémica isquémica

(Lavery et al., 1996)
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Figura 2. Clasificacion de lesiones de Pie Diabético de la Universidad de Texas

Descripcion de grados:

o Grado 0: Sitio pre o post ulcerativo que ha sanado.

o Grado |: Herida superficial que no involucra tendon, capsula o hueso.
o Grado lI: Herida que penetra tenddn o capsula.

o Grado lll: Herida penetrante al hueso o articulaciones.

Estas clasificaciones permiten separan la isquemia de la profundidad de herida
(Castillo et al., 2014) para valorar:

o Estadio A: Heridas limpias.

o Estadio B: Herida no isquémica infectada.
o Estadio C: Herida isquémica no infectada.
o Estadio D: Herida isquémica infectada.

(Lavery et al., 1996)

La separacion de las caracteristicas de herida, asi como el aumento de categorias
(mas que la clasificacion de Wagner), implica mayor poder predictivo; sin embargo
no incluye ulceras ni sensibilidad (Castillo et al., 2014).

2.1.4.1.7.3. Clasificacion de San Elian
Es una herramienta validada para el pronéstico de heridas en PD, permite predecir

la progresion de la herida durante su evolucién e identificar la terapéutica correcta
de acuerdo con su gravedad; esto a través de una serie de evaluaciones en la
herida, las cuales resultan Utiles para su seguimiento permitiendo toma de
decisiones como ajustes en el tratamiento para la evolucion de las heridas
(Martinez-De-Jesus et al., 2012), identificar la terapéutica correcta de acuerdo a
gravedad y recalificar evolucion de las lesiones (Castillo et al., 2014) (Véase Figura
3).
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Paciente:

Fecha

Procedimiento terapéutico™

Factores: leve (1), mederado (2) y grave (3)

Localizacién inicial (1-3)

Niinsera de zonas afectadas (1-3)

Isguemia (0-3)

Infeccion (0-3)

Edema (0-3)

Neurspatia (9-9)

Area (1-3)

Profundidad (1-3)

Fase de cicatrizacion (1-3)

Puntaje

Diferencia

Grado

Meédico: nombre y firma

Hospital o clinica

Figura 3. Clasificacion de San Elian para heridas de Pie Diabético.

**|ntervencion quirargica (desbridacion, amputaciébn menor.0 mayor, revascularizacion,
etcpetera) y/o procedimientos adyuvantes (VAC, piel sintética, injertos, cAmara
hipervérica, etcétera. Modificada de Martinez-De-Jesus (2012) con fines ilustrativos.

Esta clasificacion consta de las 10 variables propias de una lesion:

o Localizacién primaria. o Edema.

o Aspectos topograficos. o Neuropatia.

o Numero de zonas o Profundidad.

afectadas. . Area.

o Isquemia. . Fase de cicatrizacion de
o Infeccion. la lesion.

(Martinez-De-Jesus et al., 2012)

A estas variables se agrega un valor (1-3) dependiendo de la categoria:

o Leve (1).
o Moderado (Il).
o Grave (Ill).

30



Estas categorias corresponden a la siguiente descripcion:

o Grado | (leve): Buen prondstico para una cicatrizacion exitosa.

o Grado |l (moderado): Amenaza parcial, los resultados son
dependientes de una terapéutica adecuada aplicada y asociada a la
respuesta bioldgica del paciente.

o Grado lll (grave): Amenaza para la extremidad afectada y la vida.
(Martinez-De-Jesus et al., 2012)

Ya que son 10 variables, el puntaje maximo es de 30 puntos, y es-de ese puntaje el
grado que corresponde a la lesion:

o 10 o menos puntos: Grado |
o 11 a 20 puntos: Grado |l
o 21 a 30 puntos: Grado llI
(Martinez-De Jesus., 2010; 2012)

Esta herramienta de prondstico no cuenta con pruebas especificas de sensibilidad.

Sin embargo, a pesar de. las herramientas de clasificacion y de diagndstico
mencionadas, no hay reportada alguna herramienta de prevencion para el PD, por
lo que la propuesta de esta investigacion, es hacer uso de las ciencias 6micas, con
un enfoque especifico en la metabolémica para generar un panel de biomarcadores

preventivos.

2.2. Ciencias dmicas
“Omica” viene del latin “oma”, que significa “conjunto de”. Las ciencias 6micas

aportan avances en el conocimiento de temas biolégicos (Bernal M, 2015). Las

principales ciencias émicas desarrolladas son:

o Ciencias de lo que hace que ocurra:
o) Gendmica.

o Transcriptomica.
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o Ciencias de lo que a veces no deja que ocurra:
o Proteémica.
o Epigenética.
o Ciencias de lo que ha ocurrido y esta ocurriendo:
o  Metabolomica.
(Bernal., 2015)

Las ciencias 6micas abordan interacciones complejas de los sistemas bioldgicos
desde un punto de vista holistico entre las particulas que tienen interacciones que

afectan la fisiopatologia de alguna enfermedad (Barallobre-Barreiro., 2013).

Al usar la gendmica, transcriptémica y protedmica se pueden buscar biomarcadores
de diagndstico y pronostico de enfermedades; y con epigenética, metagenomica y
metaboldmica se buscan las dianas terapéuticas con las que se puedan desarrollar
farmacos (Bernal., 2015); esto es posible gracias a que se puede rastrear un
genoma completo para localizar una secuencia de particulas, integrandolas con
programas que predicen la funcién de lo identificado y sus interacciones (Lee.,
2001), ya que el comprender la relacion entre los procesos biolégicos mensurables
y los resultados clinicos es vital para expandir los tratamientos para las
enfermedades y profundizar nuestra comprension de la fisiologia en enfermad y
salud (Strimbu y Tavel., 2010).

El andlisis en las técnicas dmicas se hace con ayuda de la bioinformatica (Barallobre
et al., 2013), esto es porque anteriormente los enfoques trataban las cascadas de
sefalizacion intracelulares con modelos lineales y se consideraba que las moléculas
involucradas estaban confinadas a una sola via de sefializacion; sin embargo, ahora
se sabe que las diferentes vias interactian entre si y estan organizadas en forma
de redes (Barabasi, 2009); por lo que la bioinformatica es un instrumento esencial
para analizar y visualizar de manera completa dichas interacciones de procesos

bioldgicos y alteraciones producidas en la (Barallobre-Barreiro et al., 2013).
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2.2.1. Clasificacion de ciencias dmicas

2.2.1.1. Gendmica
Se encarga del estudio del conjunto de genes (genoma) en un organismo. Intenta

comprender el contenido, organizacion, funcion y evolucién de la informacion en
moléculas de ADN que estan contenidas en el genoma completo (Vivanco et al.,
2003). Se divide en:

o GenOmica de estructura: Caracteriza y localiza secuencias que
conforman el ADN para obtener mapas genéticos de organismos.

. Genodmica funcional: Usa técnicas de andlisis masivo para estudiar
genes, proteinas y metabolitos. Llena el hueco existente entre el
conocimiento de secuencias de un gen y su funcion para asi desvelar el
entendimiento de los sistemas bioldgicos, ya que no todos los genes se
expresan en todas las células.

(Vivanco et al., 2003)

La gendmica ramifica en otras aproximaciones émicas como:

° Orfedmica: Estudio de informacion de marcos abiertos de lectura de

unidades de transcripcion.

. Prometorémica: Estudio de promotores.

. Metildbmica: Estudio modificaciones epigenéticas.

o Hapldémica: Estudio de casos especiales de gametos.

) Mitocrondriémica y cloroplastosémica: Estudio de organelos con ADN

propio como mitocondrias y cloroplastos.

. FenotipOmica: Estudio de las diferentes manifestaciones en el
genotipo.
o Epigenomica: Estudio de los factores genéticos capaces de alterar la

expresion de genes sin cambiar la secuencia del ADN.
(Bernal., 2015).
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2.2.1.2. Metagendmica
Estudia genomas de comunidades enteras de microbios sin necesidad de aislarlos

previamente (Bernal., 2015).

2.2.1.3. Epigenética
Identifica secuencias del genoma. Incluye marcas de metilacion en el ADN

(metilacidn de citosinas) y modificacion de ciertos residuos de aminoacidos de las
histonas. Se aplica en el estudio de las modificaciones que experimenta la cromatina
(complejo con proteinas, entre las que sobresalen las histonas del ADN), esto es
porque la cubierta y organizacion de la cromatina se relaciona en gran medida con
la expresion de la informacién contenida en los genes'y modificaciones que sufren

las histonas (Bernal., 2015).

2.2.1.4. Transcriptémica
Consiste en el andlisis de miles de moléculas de ARN de todo tipo, es el paso previo

a la protedmica. Se encarga del estudio del conjunto de ARNr, ARNt, ARNm, ARNi
y miARN. Los transcriptomas son muy variables, ya que muestran qué genes se

estan expresando en un momento dado (Bernal., 2015).

2.2.1.5. Protedmica
El término “protedmica” fue acufado entre 1994 y 1997 por Marc Wilkins como una

analogia de “gendmica” (estudio de genes); asi que es la fusion de “proteinas” y
‘genoma” (Bernal., 2015). Su objetivo es interrogar al proteoma (Anderson y
Anderson., 1998).

Es el estudio a gran escala de la estructura, funcion y modificaciones
postraduccionales (cambios proteicos después de su constitucion que afectan la
funcién y forma de la proteina) (Bernal., 2015) de las proteinas que se pueden

expresar en un genoma (proteoma) (Vivanco et al., 2003); abarca el analisis de
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dichas proteinas en una condicion especifica y tiene un gran potencial para su
identificacion y asociacion a diferentes enfermedades y complicaciones (Wilkins.,
1996).

En condiciones concretas refleja a nivel molecular la situacion normal o patologica
de la célula, esto debido a que las proteinas realizan la mayoria de las funciones
celulares (Vivanco et al.,, 2003), son partes vitales de organismos y son
componentes principales de las rutas metabdlicas de cada célula. La diferencia
entre proteoma y genoma es la diversidad, puesto que el genoma es invariable y el
proteoma difiere de una célula a otra; cambia segun las interacciones bioquimicas

con el genoma y el ambiente y de un momento a otro (Bernal., 2015).

2.2.1.6. Metaboldmica
Crecio con la proteémica y la genémica como resultado del proyecto del genoma

humano. Esté relacionada con el metabolismo y sus cambios, ya que éstos pueden
explicar enfermedades genéticas, -ambientales y trastornos de exposiciones
ambientales, asi pues, el estudio de metabolitos puede ayudar a diagnosticar

enfermedades o estudiar l0s efectos de una sustancia o intoxicacion (Bernal., 2015).

El objetivo de la metabolémica es caracterizar el complemento de moléculas
pequefias de una muestra determinada e interrogar a las redes metabol6micas en
condiciones normales y patoldgicas de manera cuantitativa y cualitativa (Barallobre-
Barreiro.; 2013). Se encarga de estudiar, catalogar y cuantificar metabolitos de bajo
peso molecular que se encuentran en sistemas biolégicos (Bernal., 2015), ya sean
de saliva o plasma sanguineo (Gupta et al., 2012). Esto es porgue los metabolitos
reflejan la adaptacion de los sistemas biologicos y los estados patologicos
(Barallobre-Barreiro., 2013).

Dado que los humanos tenemos diferentes tipos de células con metabolomas
diferentes, el conocimiento de esas variables metabdlicas deberia servir para

predecir la reaccion a la administracion de los medicamentos o alimentos de una
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manera particular eligiendo el activo y dosis; por lo que la metaboldmica puede ser

util para el desarrollo de medicina personalizada (Bernal., 2015) y puede contribuir

a:
o Diagnosticar enfermedades.
o Controlar diversos tratamientos de salud.
o Deteccion de factores de riesgo en poblaciones.

(Yanes., 2010; Patti., 2012; Bernal., 2015)
Los enfoques complementarios para las investigaciones metabolémicas son:

o Disefio de perfiles metaboldmicos de rastreo-digital.

o Generacion de perfiles metabolomicos: los métodos de analisis se
utilizan para medir los metabolitos de una clase determinada.

o Huella metabdlica: Lo encontrado se compara para determinar si los
metabolitos han cambiado por enfermedad o exposicion a toxinas.

(Bernal., 2015)

2.3. Biomarcadores
Se refiere a una amplia categoria de signos médicos. La palabra “biomarcador” es

un acronimo de “marcador bioldgico”. Son indicadores objetivos del estado médico
observado que puede medirse de forma precisa y reproducible. Desempefian un
papel fundamental en la mejora del proceso de farmacos y han sido aprobados por
la FDA de EU para su uso (Strimbu y Tavel., 2010).

Las diferentes definiciones de “biomarcador’ se superponen una de otra y varian

entre autor y autor a lo largo del tiempo (Strimbu y Tavel., 2010)

o 2010 - Caracteristicas objetivas y cuantificables de los procesos
bioldgicos (WGBD., 2010).
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o 2015 - Cualquier sustancia, estructura o proceso que puede medirse
en el cuerpo o sus productos e influir o predecir la incidencia del resultado o
la enfermedad (WHO., 2004).

Sobre lo anterior, Strimbu y Tavel (2010) mencionan que una definicion debe tener
en cuenta no solo la incidencia y el resultado de la enfermedad, sino también efectos
de tratamientos, intervenciones e incluso exposicion ambiental involuntaria como a

sustancias quimicas o nutrimentos (Strimbu y Tavel., 2010).

Algunos ejemplos de biomarcadores son: pulso, presion arterial, pruebas quimicas
basicas y pruebas de laboratorio mas complejas de sangre u otros tejidos. Aunque
Su uso se acepta casi sin discusion al volverse tan .comunes de usar (Strimbu y
Tavel., 2010), existe la necesidad de identificar nuevos biomarcadores para
estratificar a los pacientes y personalizar sus tratamientos (Barallobre-Barreiro.,
2013).

Actualmente existen biomarcadores relacionados con cancer y ya son de uso

clinico:

. Relacionado con cancer de mama: Antigeno CA15-3.
o Relacionados con cancer de prostata: A-fetoproteina L3,
carboxiprotrombina y antigeno prostatico PSA.

Cuando un biomarcador ha sido bien caracterizado y ha mostrado que predice
correctamente los resultados clinicos relevantes a través de una variedad de
tratamientos y poblaciones, recibe el nombre de “biomarcador especifico”; sin
embargo a pesar de que se le asuma una validez de biomarcador, debe seguirse
evaluando constantemente (Strimbu y Tavel., 2010); por otro lado, el término
“validez” es cambiado por “evaluacidon”, en donde se hace un proceso continuo del
estudio del biomarcador al actuar como sustituto de los puntos finales clinicos
individuales (Pilot y Waldmann., 1998).
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La FDA contindia promoviendo su uso en la investigacion basica y clinica, asi como
la investigacion sobre posibles nuevos biomarcadores para usar como sustitutos en
ensayos futuros (Mahajan y Gupta., 2010), teniendo como fin el tener resultados
clinicos para el andlisis retrospectivo de la correlacién de biomarcadores (Strimbuy
Tavel., 2010).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente se esta viviendo una pandemia de DM que tiene la caracteristica

epidemioldgica de no disminuir en frecuencia, intensidad ni gravedad.

La caracteristica de epidemiologica del PD es que las personas que lo padecen

tienen mayor discapacidad, alta morbilidad y mayor mortalidad.

Para permitir una deteccidn oportuna se requiere de una herramienta de diagndstico
temprano que permita una mayor efectividad en tratamientos que permitir4 disminuir
los indices de amputaciones en de extremidades inferiores a través de cuidados
preventivos y correctivos; asimismo, otra ventaja sera la reduccion del impacto

social, econdémico y familiar de esta complicacion de DM.
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4. JUSTIFICACION

Actualmente hay una tendencia en el aumento de casos con DM segun los datos
obtenidos de diferentes encuestas nacionales: En el afio 2000 ENSA reportd un
5.8% de personas con DM, cifra que aumento en el afio 2006 al 7% segun los datos
arrojados por ENSANUT; misma encuesta que en el 2012 arrojé un 9.2% de
personas con DM2 y finalmente calculé un 9.4% de personas con esta enfermedad

Asimismo, se ha reportado un aumento en las amputaciones de extremidades, de
un 2% en el 2012 a un 5.5% en el 2016 con una incidencia de 41.2% de personas
que manifiestan pérdidas de sensibilidad, dolor o ardor en los pies. El PD es la
segunda causa de amputacion de extremidades . inferiores después de

traumatismos.

Es de vital importancia su deteccion temprana, ya que, a pesar de las herramientas
de clasificacién y prondstico actuales, no existe una herramienta de diagndstico
temprano para esta complicacion del PD. Una herramienta de diagnéstico tempano
puede permitir una adecuada intervencién y asi permitiendo tener una mayor
efectividad en tratamientos, disminuyendo los indices de amputaciones de
extremidades inferiores a traves de cuidados preventivos y correctivos; reduciendo

el impacto social, econémico y familiar del PD.
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5. OBJETIVOS

5.1. Obijetivo general
Identificar biomarcadores para el diagnostico temprano y de progresion de PDe en

individuos con DM tipo 2.

5.2. Objetivos especificos
o Analizar los perfiles metabolomicos de sujetos sin Diabetes Mellitus tipo 2 y

con Diabetes Mellitus tipo 2 en los distintos estadios de PD
. Identificar metabolitos candidatos a biomarcador para el diagnostico
temprano y la progresion del Pie Diabético. por medio de analisis

multivariante.
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6. METODOS

6.1. Disefio del estudio
El disefio del estudio realizado correspondié al tipo observacional, transversal y

comparativo.

Para la realizacion del estudio se debié cumplir con requisitos éticos y.de registro
de titulo a nivel facultativo; asi como requisitos éticos a nivel institucional de salud

estatal.

6.1.1. Consideraciones éticas y registro del estudio
Se tomo6 en cuenta lo establecido en:

o Ley federal de proteccién de datos personales en posesion de los
particulares.
o Norma Técnica Numero 313 para la presentacion de proyectos e

informes técnicos de investigacion en las instituciones de atencion a la salud.
Igualmente, se sometiod el estudio a la aprobacién de los siguientes comités:

o Honorable comité de bioética de la Facultad de Ciencias Naturales.
o Comité estatal de investigacion en salud de la Secretaria de Salud del
Estado de Queréetaro (SESEQ).

o Comité local de investigacion del Hospital General de Querétaro

(HGQ).

El presente trabajo fue registrado en la Facultad de Ciencias Naturales (FCN) de la

Universidad Auténoma de Querétaro (UAQ) con el nimero de folio: 9832

Véase en Anexo 1 el diagrama de flujo de procesos para la aprobacion de comités

académicos e institucionales; asi como el registro.
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6.2. Muestra
Los voluntarios que aceptaron participar en este estudio fueron distribuidos en los
siguientes grupos:

o Grupo de estudio de sujetos sin DM (SinDM2)

o Grupo de estudio de sujetos con PD en escala de Wagner 0O
(DM2+WO0)

o Grupo de estudio de sujetos con PD en escala de Wagner 1
(DM2+W1)

o Grupo de estudio de sujetos con PD en escala de Wagner 2
(DM2+W2)

o Grupo de estudio de sujetos con PD en escala de Wagner 3
(DM2+W3)

o Grupo de estudio de sujetos con. PD en escala de Wagner 4
(DM2+W4)

o Grupo de estudio de sujetos con PD en escala de Wagner 5
(DM2+WS5)

Para la inclusién de voluntarios se tomaron en cuenta los siguientes criterios:

6.2.1. Criterios de inclusién
° SinDM2.

o Rango de edad de 45-64 afios.

o No tener DM diagnosticada.
o) Mujeres no embarazadas.
o Mujeres que no estén lactando.

° DM2+W0, DM2+W1, DM2+W2, DM2+W3, DM2+W4, DM2+WS5.
o Rango de edad de 45-64 afos.
o Tener DM2 diagnosticada.
o Tener PD diagnosticado en los estadios 0-5 de la clasificacion
de heridas de Wagner.
o Mujeres no embarazadas

o Mujeres que no estén lactando.
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6.2.2. Criterios de exclusidon

. SinDM2.
o Estar fuera del rango de edad de 45-64 afios.
o Tener alguna enfermedad diagnosticada.
o Mujeres embarazadas.
o Mujeres que estén lactando.
. DM2+WO0, DM2+W1, DM2+W2, DM2+W3, DM2+W4, DM2+W5
o Estar fuera del rango de edad de 45-64 afios.
o Tener alguna complicacion de DM diagnosticada.
o Mujeres embarazadas.
o Mujeres que estén lactando.

6.2.3. Criterios de eliminacion

. SinDM2.
o Candidatos a estudio no deseen participar.
o Voluntarios que decidan dejar de participar.
o Voluntarios que aun después de proporcionar su informacion,

decidan abandonar el proyecto de investigacion.

o Voluntarios que no realicen la toma de muestra de sangre.
. DM2+W0, DM2+W1, DM2+W2, DM2+W3, DM2+W4, DM2+W5
o) Candidatos a estudio que no deseen participar.
o Voluntarios que decidan dejar de participar.
o Voluntarios que aun después de proporcionar su informacion

decidan abandonar el proyecto de investigacion.

o Voluntarios que no completen toma de muestra de sangre.

6.2.4. Criterios de cambio de grupo de estudio.
o Voluntarios de cualquier grupo que sean detectados con criterios para

algun otro grupo de estudio.
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6.3. Reclutamiento

. SinDM2.
o Invitacion abierta al publico general.
o DM2+WO0, DM2+W1, DM2+W2, DM2+W3, DM2+W4, DM2+W5
o Instalaciones de la clinica de heridas el HGQ, ubicado en:

Avenida 5 de Febrero #101, colonia Los Virreyes, Cédigo Postal
76171, Santiago de Querétaro, Querétaro, México; numero de
contacto 014422160039.

Para la difusién del proyecto dentro del hospital, se disefiaron tripticos informativos
con el fin de invitar a la poblacion objetivo (Véase Anexo 2).

6.3.1. Recoleccién de informacién y toma de muestra
A la par de la entrega de los turnos de atencion de la Clinica de Heridas, se

seleccionaron los posibles candidatos, a los cuales se invitd a participar en
investigacion. Al aceptar se trasladaron dentro de las instalaciones y ahi se firmé el
consentimiento informado por duplicado; un juego para el voluntario y el otro se

anexo al expediente personal del'mismo. La participacion fue en dos sesiones.

o Primera sesion (toma de datos): Después de leer, aceptar y firmar el
consentimiento informado (Véase Anexo 3), se le asignoé al ahora sujeto de
estudio, un nimero de expediente con fines de confidencialidad. Se interrogd
en las areas: datos personales, toma de medidas antropométricas, historial
clinico, exploracion fisica de pies, evaluacion sensorial de pies y clasificacion
de PD mediante la escala de Wagner y la escala de la Universidad de Texas.
Posteriormente se cit6 al sujeto de estudio a una segunda sesion dandole las
indicaciones en las que tenia que llegar dando por terminada la primera
sesion.

o Materiales e instrumentos de primera sesion: Hojas de

expedientes, porta hojas plasticas para almacén de expediente

individual, boligrafo, bascula para peso corporal, estadimetro para

longitud corporal, D-128 Hz metalico para prueba de sensibilidad
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vibratoria, MSW-7.5/10 g para prueba de sensibilidad de presion y
matrtillo neurolégico para ReAq.
o Segunda sesion (toma de muestra de sangre): Se instalé una mesa de
apoyo donde se colocaron todos los materiales necesarios para la toma de
muestra de sangre. El sujeto de investigacion se sento para realizar una toma
de presion arterial y una toma de muestra de sangre de 9 ml (5 ml tubo de
hematologia dorado y 4 ml tubo de sangre total EDTA purpura).
o Materiales e instrumentos de segunda sesion: Sillén,
baumanometro, ligadura plastica y torunda - alcoholada; para
extraccion de muestra: aguja tipo vacutainer, capucha tipo vacutainer,
tubos para sangre total EDTA (purpura) y tubos para hematologia
(dorado); plumon tipo Sharpie® - (para identificacion de tubos),
contenedor de material de desecho punzocortante, contenedor de
material de desecho biolégico, hielera y gel refrigerante (para
transporte de muestras).
o Control de calidad: Todos los materiales e instrumentos para la

toma de muestra fueron nuevos y se utilizaron Gnicamente una vez.

Véase en Anexo 4 el disefio de historial clinico para SinDM2 y en Anexo 5 el de los
demas grupos (DM2+WO0, DM2+W1, DM2+W2, DM2+W3, DM2+W4 y DM2+W5).

6.4. Pruebas sensoriales
Las pruebas sensoriales se realizaron durante la primera sesion de la recoleccion

de informacion. La presion, vibracion y ReAq se realizaron con el MSW-7.5/10 g, D-

128 Hz y matrtillo neurolégico, respectivamente.

En cada una de las evaluaciones se colocé a cada voluntario en posicion decubito
supino, y antes de proceder se les hizo una prueba en las manos con fines de
familiarizarse con la herramienta; posteriormente se les pidi6 mantener los 0jos

cerrados para evitar errores en la evaluacion, asi como engafos de la personay se
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procedié a iniciar. Las evaluaciones se realizaron en ambos pies, y en caso de tener

un miembro inferior amputado, se realizé Unicamente en el miembro existente.

6.4.1. Evaluacién sensorial de presion con Monofilamento de Semmes-

Weinstein de 7.5/10 g
Se realiz6 en los siguientes 6 sitios de cada extremidad inferior izquierda: superficie

plantar del primer dedo (1), superficie plantar de las primera (2), tercera (3) y quinta

(4) cabeza meta tarciana; area plantar del talon (5) y lado medial dorsal del pie

= e
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Figura 4. Puntos de evaluacion del monofilamento de Semmes-Weinstein 7.5/10g

medio (6) (Véase Figura 4).

Se presiono cada uno de los puntos mencionados asignando el valor de 1 cada vez
que el voluntario respondié positivamente a la aplicacion de la herramienta (indicar
que si sentia), contrario a que si no sentia alguna se asignaba un valor de 0 y dando

un total de 6 puntos.

6.4.2. Evaluacion sensorial de vibracion con Diapasén de 128 Hz
Se realiz6 una percusiéon el diapasén para obtener su vibracion caracteristica,

posteriormente se coloco en el lado dorsal del primer ortejo de ambos pies (Véase
Figura 5), tomando como respuesta a la evaluacién un “Si” en caso de que el
voluntario manifestara percibir sensaciéon, y un “No”, en caso de no percibir

sensacion. Al final quedaron las respuestas “Sensible” y “No sensible”.
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Figura 5. Punto de evaluacion del diapasén de 128 Hz
6.4.3. Evaluacion de reflejo Aquileo con Martillo Neurolégico
Se efectud realizando una percusion sobre el tendén Aquileo (Véase Figura 6)
haciendo uso de un martillo neurolégico y se tom6 como respuesta a la evaluacion
un “Si” en caso de haber un reflejo existente, y un “NO” en caso arreflexia de tendon.

Al final quedaron las respuestas “Sensible” y “No sensible”.

Figura 6. Sitio.de evaluacion del reflejo aquileo con martillo neurolégico
6.5. Toma de muestra de sangre
Con el fin de obtener muestra de sangre de los sujetos de estudio para los analisis
bioquimicos y metabolémicos, se instalé una mesa de apoyo en donde se colocaron
todos los materiales necesarios para la toma de muestra de sangre, se sento al
sujeto de estudio y se le midi6 la presion arterial ademas de realizarle una toma de
muestra de sangre de 9 ml (5 ml tubo de hematologia dorado y 4 ml de tubo de

sangre total EDTA purpura previamente etiquetados).

El tubo dorado fue centrifugado a 3000 g/15 min para separar el suero sanguineo
del contenido plaguetario. Se reservaron 1.5 ml de suero para el analisis bioquimico

y con el resto se recolectaron alicuotas de 200 ul en tubos Eppendorf, estas ultimas
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fueron etiquetadas por separado y almacenadas a -80 °C dentro de las instalaciones
del laboratorio de Bioquimica Molecular, perteneciente a las Instalaciones de la
Facultad de Quimica (FQ) que perteneciente a la UAQ ubicada en Cerro de las
Campanas, Centro Universitario, s\n, Codigo Postal 76010, Santiago de Querétaro,

Qro. México.

6.6. Analisis bioquimico
Tanto el tubo EDTA (purpura) y la reserva de 1.5 ml de suero de sangre en tubo de

hematologia (dorado) fueron trasladados a la Unidad de Servicios Quimicos (USQ)
de la FQ ubicada dentro de la UAQ para la elaboracién de un analisis quimico
sanguineo de 6 elementos (QS-6) que incluyd: Glucosa (GLU), Urea (URE),
Creatinina (CREAT), Acido Urico (AcUr), Colesterol (COL) y Triglicéridos (TG);
ademas de realizar un analisis de Hemoglobina glicosilada (HbA1c) (concentracion
promedio de concentracion de glucosaen sangre en los ultimos 3 meses).

Para ver el diagrama de flujo del proceso de reclutamiento, captura de datos, toma
de muestra de sangre, solicitud de analisis y almacenamiento de muestras, véase

el Anexo 6.

6.7. Analisis metaboldmico
Para el andlisis metabolémico se prepararon los sueros de sangre extraidos de las

muestras de los sujetos de estudio las fases a utilizar.

6.7.1. Preparacion de muestras
Se realiz6 en dos etapas

o Separacion de fases polar y apolar.

o Resuspencién de muestras.
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6.7.1.1. Separacion de fases: polary apolar
Se retiraron del congelador de -80°C los tubos Eppendorf de 200 ul y se colocaron

en refrigeracion a 4°C. Al descongelarse, se recolectaron 80 pl del suero y se

colocaron en otro tubo Eppendorf de 2 ml.

Después, en ese mismo tubo se agregaron 200 pl de cloroformo y 360 ul de metanol,
se agitd en un Vortex durante 60 s y después se le afiadié 200 pl de cloroformo y
200 pl de agua grado masas. Finalmente se agité de nuevo en Vortex durante 60 s;

seguido de una centrifugacion a 4000 rpm/30 min/4 °C.

Al terminar la centrifugacién quedaron diferenciadas las fases (Véase Figura 7):

o Fase polar (metanol): Parte incolora superior.
o Fase de proteinas blanco: Parte blanca media.
o Fase no polar (cloroformo): Parte incolora inferior.

Figura 7. Separacion de fases durante la extraccién de metabolitos de las
muestras séricas

Después de la separacion, se recolectaron individualmente: 150 ul de la fase polar

y 150 ul de la fase apolar en tubos Eppendorf de 2 ml (Véase Figura 8).

Figura 8. Recoleccién de fases polares de las muestras sericas
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Una vez separadas, se deshidrataron (Véase Figura 9) por 7 h haciendo uso de un
SPEEDVAC CONC.-HI CAP (modelo SC210a-115y No. de serie X17Y-446108-XY)
y posteriormente se almacenaron a -80 °C hasta que se realizara su resuspencion.

Se repitié el proceso en todas y cada una de las muestras.

Figura 9. Fases polares de las muestras séricas concentradas al vacio

Se resuspendieron Unicamente las fases polares a las que se les agrego
individualmente 300 ul de metanol grado masas 'y se sonicaron por 10 min; después
se trasladaron 250 pl a otro tubo Eppendorf de 2 ml y se centrifugaron a 12000
rpm/10 min.

Como ultimo paso se volvieron-a tomar 200 ul del tubo y se colocaron dentro viales
ambar de 2 ml con inserto (Véase Figura 10) y se almacenaron a -80 °C hasta
realizar el analisis metabolomico mediante el Cromatografo Liquido de Ultra
Resolucién acoplado a un Espectrometro de Masas de Cuadrupolo-Tiempo de
Vuelo (UPLC-QTOF MSE).

Figura 10. Inserto con vial listo para inyeccién en el UPLC-QTOF MSE

Véase en el Anexo 7 el proceso de separacion, resuspencion de fases y preparacion

de vial ambar.
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Previo al analisis metabolémico, se realizo la preparacion de las fases moviles.

6.7.2. Preparacion de fases
Se requirio de:

Frascos de 1 litro: 2 piezas

Probeta graduada de 500 ml: 1 pieza
Metanol

H20 UPLC

Acetonitrilo

Acido férmico

Sonicador

Se etiquetaron dos frascos nuevos de 1 L como “FASE A” y “FASE B” y fueron

lavados individualmente, asi como la probeta graduada.

LAVADO “FASE A”.

o Lavar por triplicado con metanol.

o Lavar por triplicado con H20 UPLC.
LAVADO “FASE B”.

o Lavar por triplicado con metanol.

o Lavar por triplicado con acetonitrilo.
PREPARACION DE FASES.

o Para frasco “FASE A”.

. Lavar probeta por triplicado con metanol.

. Lavar nuevamente por triplicado con H20 UPLC.

. Agregar a la probeta recién lavada: (1 ml + 60 ul) de acido
férmico.

. Completar los 500 ml con acetonitrilo.

. Colocar los 500 ml de probeta en frasco “FASE A”.
. Completar litro con 500 ml de acetonitrilo.
o Para frasco FASE B.
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. Lavar probeta por triplicado con metanol.

. Lavar nuevamente por triplicado con H20 UPLC.

. Agregar a la probeta recién lavada: (1 ml + 60 ul) de &cido
férmico y a diferencia de “FASE A”, completar los 500 ml con
H20 UPLC.

. Colocar los 500 ml de probeta en “FASE B”.

. Completar litro con 500 ml de H20 UPLC.

Al estar preparadas las dos fases, tanto “FASE A” como “FASE B” se sonicaron por

15 minutos. Véase en Anexo 8 el proceso de la preparacion de fases moviles.

6.7.3. Anélisis metabolémico por UPLC-QTOF MSE
Se solicitd el analisis con las siguientes condiciones:

o Método empleado: Gonzalez-Rodriguez et al., 2018.
o Temperatura de columna: 35 °C.
. Temperatura de muestra: 10 °C.
o Flujo: 0.4 mL/min.
o Volumen de inyeccion: 2 pl.
o Modo de elucion: Gradiente
o Fases moviles:
o (A): Agua+0.1% acido férmico
o (B): Acetonitrilo+0.1% acido formico

Véase en Cuadro 5 las condiciones de los gradientes de concentracion.

Cuadro 5. Condiciones de gradiente de la fase maovil del aalisis por UPLC

TIEMPO 0 2min | 22 min | 25 min | 27 min | 30 min
FASE A [95%| 95% 5% 5% 95% 95%
FASEB | 5% 5% 95% 95% 5% 5%
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Las condiciones para el analisis por MS fueron:

o Tipo del analisis: No dirigido
. Tipo de experimento: Metabolémico (MSE)
o Parametros previos conocidos para la determinacion por

espectometria de masas

o Energia de colision de baja energia: 6

o Energia de colision de alta energia: 15-45
o Voltaje de capilar: 2.0y 3.5

o Voltaje de cono: 40

6.8. Analisis de datos
La informacion obtenida de los expedientes de los sujetos de estudio se captur6 en

la hoja de calculo de Excel version 2013 desarrollada por Microsoft para Windows®.

Se realizaron los siguientes analisis.

6.8.1. Analisis de evaluacién sensorial
Se determinaron asociaciones entre el comportamiento sensorial (sensibilidad e

insensibilidad) en relacién con la progresion del PD mediante un analisis de chi?.

Se realizé usando el software Statistical Package for the Social Sciences (SPSS)

version 20 desarrollado por IBM®.

6.8.2. Analisis de datos quimico sanguineos
Se compararon las concentraciones medias de QS6-6 y HbAl en los diferentes

grupos de estudio y se buscd entre cuales grupos de estudio existié diferencia
significativa. Para esto, tanto para QS6-6 como para HbAl se determind mediante
las pruebas de Kolmogorov-Smirnov y de Levene si existia distribucion normal por

grupo de estudio. Las variables aproximadamente Normales fueron analizadas
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mediante un andlisis de varianza (ANOVA), mientras que para las no normalesse

analizaron emediante la prueba de Kruskal-Wallis.

6.8.3. Analisis metabolémico
Fue dirigido a la fase polar de las muestras séricas, se utilizo el software Progenesis

QI® versidn 2.0.554239162. Se descartaron los grupos que mostraron un desorden
metaboldmico generalizado en QS-6 y HbAlc (DM2+W4 y DM2+WS5).

6.8.3.1. Procesamiento de datos
Para la seleccion de los picos se eliminaron los que se encontraban fuera del rango

de tiempo (0.037- 27 min); se alinearon los datos obtenidos y se tom6 como
referencia el pico con mayor porcentaje de similitud con el resto para realizar la

alineacion de los tiempos cromatograficos de todas las demas muestras.

Al obtenerse los componentes, cada uno de ellos fue sometido manualmente al
proceso de deconvolucién de picos, descartanto aquellos picos que no tuvieran

distribucién, no mostraran fragmentacion o donde se detectara ruido instrumental.

6.8.3.2. Analisis multivariado
El andlisis multivariado de los datos obtenidos del perfil metabolémico se realiz6 por

medio de -Analisis Discriminante de Mimimos Cuadrados Parciales (PLS-DA)
utilizando el paquete MixOmics del Software R.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Herramienta de clasificacién de Pie Diabético
Para este estudio se utilizo la herramienta de clasificacion de Wagner para distribuir

a los voluntarios en los diferentes grupos de estudio, ya que a pesar de contar con
las desventajas mencionadas anteriormente; es la mas usada (Gul., 2006; Praveena
et al., 2018), la mas conocida, la mas rapida y la de mayor historial en ambito
hospitalario (Rodriguez et al., 2016); asimismo es la mas mencionada en la literatura
consultada. Véase en Figura 11 la progresion el PD con algunos sujetos de este

estudio de acuerdo a la escala de clasificacion de Wagner-Meggit.
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Figura 11. Visualizacion real de la escala de clasificacion de Wagner-Meggitt

Sobre la elecciéon de los sistemas de clasificacion o prondéstico de PD, se ha
reportado una correlacion entre riesgo de amputacion y grado de clasificacion, es
decir, que a mayor grado en la clasificacibn mayor sera el riesgo de amputacion,

sin importar la herramienta que se decida utilizar (Smith CL, 2004).

7.2. Muestra
Se recluté una muestra total de 99 voluntarios en los diferentes grupos de estudio,

siendo que se logré el reclutamiento de una mayor cantidad de sujetos en estadios

tempranos de PD (Wagner 1-3) (Véase Figura 12). El 15.9% de las personas con
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DM2 fueron catalogadas dentro del grupo DM2+WO, clasificacion en la que si bien
no existe Ulcera, no los exenta del riesgo de desarrollarlas (Parial et al., 2013), es

por ello que se considera como estadio 0 de PD de acuerdo a la escala de Wagner.

Cantidad de voluntarios (n)

SinD2 DM2HWD  DNZ+A DM2#AZ  DMZ#N3  DM2AWA  DM2ZHNS

Figura 12. Distribucion de la muestra en los diferentes grupos de estudio

7.2.1. Sexo

Se reclutaron 42 mujeres y 57 hombres de la poblacion total de estudio. Se observé
una mayor prevalencia del sexo masculino en la mayoria de los diferentes grupos
de estudio con PD (Véase Figura 13). Sobre esto, se ha reportado que los hombres
tienen mayor riesgo de padecer PD que las mujeres (Gul et al., 2006; Molodchik,
M., & Molodchik, A., 2013; Parial et al., 2013; etal., 2013), esto esta asociado con
las actividades diarias donde la fuerza y el roce ejercen la presién que provocan una
lesion (Meng W. et al., 2017).

Sexo
20

Muijer

Hombre

Cantidad de voluntarios (n)

SinDM2  DM2+W0  DM2+VW1 DM2+W2 DM2+VW3 DM2Z#W4  DM2+W5

Grupos de estudio

Figura 13. Distribucion de sexo en los grupos de estudio
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7.2.2. Edad
La edad media de la muestra fue de 53.03 £ 5.2 afios (Véase Figura 14), sin mostrar

diferencia significativa entre los grupos de estudio.

60.0
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SinDM2 DM2+WD DM2+W1 DM2+W2 DM2+W3 DM2+W4 DM2+WS

Grupos de estudio

Figura 14. Edad media por grupos de estudio.

No se encontré diferencia significativa entre los diferentes grupos de estudio.

7.3. Analisis bioquimicos

7.3.1. Hemoglobina glicosilada
La HbA es la mas abundante de las tres diferentes fracciones de hemoglobina

(representa el 97%) y dependiendo del azlicar con el que se incorpore, se obtienen
diferentes sub fracciones conocidas como hemoglobinas menores o rapidas, en
este caso se une a la glucosa mediante una glicacion (Bracho-Nava., et al., 2015) y
dependera de la exposicidn de los eritrocitos a la glucosa (Pereira Despaigne et al.,
2015) surgiendo asi la Hb1Ac que es la mas abundante (aproximadamente 80%) de
los'‘componentes menores de la hemoglobina en los eritrocitos humanos, por lo que
hay una relacibn de que a mayor glicemia, mayor adicion de glucosa a la

hemoglobina (Bracho-Nava., et al., 2015).

La Hb1Ac se forma continuamente los 120 dias de vida del eritrocito, y es por esto

gue su medida refleja el promedio de glucosa durante los ultimos 3 meses (Parial et
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al., 2013; Pereira Despaigne et al., 2015; Bikramijit et al., 2017) estableciéndose
como un marcador para supervisar el estado de un paciente con DM (Pereira
Despaigne et al., 2015; Bikramjit et al., 2017) y marcador de adherencia al
tratamiento (Dhatariya et al., 2018).
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Figura 15. Concentracion media de HbAlc por grupo de estudio

Las lineas representan diferencias significativas entre grupos los grupos de estudio.

Véase en Figura 15 la concentracion media de HbAlc (%) por grupo de estudio.
Como era de esperarse, el grupo SinDM2 present6 valores de Hb1Ac<5.7%, lo que
indica un bajo riesgo de desarrollar DM2 (Bikramjit et al., 2017). La media de Hb1Ac
de los diferentes grupos con DM2 fue de 8.548%, porcentaje similar a lo reportado
por Chinenye et al (2012), donde los pacientes con DM2 resultaron en un 8.3% de
HblAc.

Siguiendo con los participantes de este estudio con DM2 en los diferentes estadios
de PD de la escala de Wagner presentaron Hb1A>5.7% siendo DM2+W4 el grupo
con el porcentaje mas bajo de Hb1Ac, valores similares a lo reportado por Bikramijit
et al (2017) que reportaron una Hb1Ac>7% en todos sus sujetos (n=89) de estudio;
Bikramijit reportdé un 84.81% de sujetos con DM2 con Hb1A>8% (Bikramjit et al.,
2017), dato muy similar a lo reportado por Parial et al (2013) donde un 86% de los

voluntarios con DM2 presentaron Hb1Ac de 8.86% (Parial et al., 2013); estos dos
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porcentajes son mayores a lo obtenido en este estudio, ya que las personas con
DM con Hb1Ac>8% fue el 46%.

Es importante desatacar que no se observaron diferencias significativas entre los
grupos de DM2 con los distintos estadios de PD, lo que indica una falta de relacién
con la progresion de la enfermedad. Estos resultados son contrarios a lo esperado,
ya que se ha reportado que existe una correlacion entre las complicaciones a largo
plazo, como la amputacién de extremidades inferiores en pacientes con DM
(Bikramiit et al., 2017; Dhatariya et al., 2018), un escaso control de DM y niveles

elevados de Hb1Ac (Pereira Despaigne et al., 2015; Dhatariya et al., 2018).

En el caso particular de PD, se ha observado que la curacién de la herida es
significativamente mas lenta si los niveles de Hb1Ac son altos asi como lo reportd
Dhatariya et al. (2018), donde un tiempo_de curacion de heridas promedio con
Hb1Ac descontrolada fue de 126.9 dias, en comparacion con Hb1Ac controlada con
un promedio de ciatrizacion de 78.0 dias, concluyendo que la Hb1Ac es predictor
mas fuerte para la curacion de heridas que la variacién de glucosa (Dhatariya et al.,
2018), observacion especialmente significativa en las Ulceras localizadas en los pies
(Bikramijit et al., 2017).

7.3.2. Glucosa
Como era de esperarse, el grupo SinDM2 mostr6 valores significativamente

menores que los grupos con DM2 en los distintos estadios de PD (Véase Figura 16)
debido a que la concentracion de glucosa en sangre esta regulada y normalizada
en individuos sanos (Bracho-Nava., et al., 2015), mientras que en personas con
DM2 no controlada aumenta sustancialmente, definiendose clinicamente como

hiperglucemia (Stefano et al., 2016).

La hiperglucemia en periodos prolongados actia en interrupciones importantes de
funciones mitocondriales normativas que resultan en lesiones celulares y

metabdlicas que afectan diversos érganos periféricos y tejidos nerviosos centrales
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(Stefano et al., 2016; Dhatariya et al., 2018). Niveles elevados de glucosa en sangre
se asocia a una disminucion tanto del 6xido nitrico como de la prostaciclina en los
vasos sanguineos, creando asi un desequilibrio en la proporcion de
vasodilatador/vasoconstrictor (Rao., 2018), favoreciendo el desarrollo de

complicaciones de la DM2.
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Figura 16. Concentracion media de glucosa por grupo de estudio

Las lineas representan diferencias significativas entre grupos los grupos de estudio.

Con respecto a los niveles séricos de glucosa (Figura 16), se observé una tendencia
similar que en los niveles de Hb1Ac (Figura 15). Como era de esperarse, todos los
grupos con DM2 presentaron niveles elevados de glucosa con respecto al grupo
sano, indicando la presencia de hiperglucemia. Sin embargo, no se observaron
diferencias significativas entre los diferentes grupos de progresion de PD. Estos
resultados son contrarios a lo esperado, ya que se ha reportado que las
concentraciones medias de glucosa en los diferentes estadios de PD son
anormalmente altas (Praveena et al., 2018), situacion que se relaciona con una
cicatrizacion deteriorada de heridas (Surriah et al., 2019) debido a trastornos de la
piel como afeccion al colageno, disminucion de flexibilidad y aumento de rigidez que
se correlacionan con el control glucémico (De Maedo et al., 2016).

Lo anterior se origina debido a que a mayor disposicion de glucosa, mayor

disposicion de la misma, lo que deriva en un aumento de especies reactivas de
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oxigeno (EROs) que dafian al ADN, inhiben la enzima glucosa 3-fosfato
deshidrogenasa (G3PDH) y activan la enzima reparadora polimerasa; generando
un cambio hacia las vias de glicolisis alternas, aumentando los productos finales de
glucosilacién avanzada (AGESs), responsables, en mayor medida, de los dafios
celulares, aumento de produccion de depdsitos de colageno en musculo cardiaco 'y
liso arterial causando rigidez; aumento de disfuncidén endotelial y ateroesclerosis; y
junto a la mayor produccion de hexosamina, la activacion de la protein Kinasa C y

aumento en la via de los polioles.

La activacion de la via de los polioles se ha relacionado con el desarrollo de PD, ya
que durante una hiperglucemia prolongada, la glucosa entra al axén, célula de
Shwann y nédulos de Ranvier bajo la accion de la aldosa reductasa que se
transforma en sorbitol, el cual tiende a sobre-expresarse en nervios de tamario
pequefio, aumentando los niveles de EROs (Paez et al., 2016) (Véase Figura 17).
Es por ello que para lograr un control adecuado en el tratamiento del PD se
recomienda un estricto control glucémico ademas del desbridamiento de heridas,
vendaje de heridas, evitar aumento de presion, antibidticos y manejo de la

enfermedad vascular (Inzucchi et al., 2015; Bikramjit et al., 2017; Davis et al., 2018).
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Figura 17. Desarrollo de neuropatia diabética a partir de hiperglucemia cronica
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7.3.3. Urea
Las concentraciones medias de urea en los grupos SinDM2 y DM2+WO0 fueron

menores que los encontradas en los grupos DM2 con estadios de Wagner 1 al 4,
mientras que el grupo con DM2+W5 presento bajos niveles de urea, similares a los
grupos SinDM2 y DM2+WO0 (Véase Figura 18). Cabe resaltar que los grupos.de
estudio con PD presentaron una alta varianza en los niveles séricos de urea, lo que
sugiere que algunos de estos individuos podrian presentar dafio renal como
comorbilidad. Sin embargo, de acuerdo a los niveles séricos de urea, el grupo
DM2+WO0 no presentd alteraciones en la funcion renal. Dichos resultados son
contrarios a lo esperado, Bamanikar et al. (2016) reportaron una concentraciéon
media de urea en suero de 18.31 mg/dl en personas sin DM2 y de 29.22 mg/dl en

personas con DM2 (Bamanikar et al., 2016).
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Figura 18. Contentracion media de urea por grupo de estudio

Las lineas representan diferencias significativas entre grupos los grupos de estudio.

Se ha reportado que niveles elevados de urea en sangre en presencia de
concentraciones altas de glucosa (caracteristica de las personas con DM2) indica
falla renal (Bamanikar et al., 2016), lo cual ha su vez esta asociado con un aumento
en los niveles de creatinina en sangre (Patel et al., 2016). Las concentraciones
elevadas de urea en personas con DM2 pueden atribuirse a una disminucién en la

capacidad de filtracion de los glomérulos renales, lo que conlleva a la acumulacién
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de productos de desecho dentro del organismo (Patel et al., 2016). Por lo tanto, los
resultados obtenidos en este estudio indican la presencia de dafio renal como una

comorbilidad en los participantes con PD.

Pandya et al. (2016) explican que el dafio al riion se efectia cuando las nefronas
son dafiadas por los altos niveles cronicos de glucosa, causando una homeostasis
insuficiente para mantener liquidos y electrolitos; esta disminucion de tasa de filtrado
glomerular produce un aumento en las concentraciones plasmaticas de urea y
creatinina en suero; y aunque la creatinina tiene mayor capacidad de prondstico
para predecir resultados adversos en comparacion con la urea, tanto urea como
creatinina indican la progresion de enfermedad renal y son los parametros mas
ampliamente aceptados para evaluar el estado de la enfermedad renal cronica
(Pandya et al., 2016).

Akha et al. (2010) midieron la concentracién media de urea en personas con DM2
sin miembros inferiores amputados.y personas con DM2 con un amputacién en el
miembro inferior, reportando. una media general de urea de 48.5 mg/dl,
concentracion similar a la media general encontrada en el presente estudio (41.65
mg/dl). Yusof et al. (2015) compararon la concentracion media de urea de personas
con DM2 con amputacién-menor de miembros inferiores (50.46 mg/dl) y un grupo
de personas con DM2 con amputacion mayor de miembros inferiores (88.3 mg/dl),
concentraciones mayores que las obtenidas en este estudio. Finalmente, Atosona y
Larbie (2019) reportaron una asociacion significativa entre la prevalencia de
amputaciones en DM de extremidades inferiores y la concentracion de la urea

sérica.

En cuanto a la concentracion media de urea por estadio de PD mediante la
clasificacion de Wagner, se localizO un Uunico estudio comparativo de esas
caracteristicas en la literatura consultada; en dicho estudio AL-Shammaree et al.
(2017) reportaron las siguientes concentraciones de urea en los grupos de estudio:
PD no infectado (DM2+W0 y DM2+W1) con una concentracion media de urea de
32.58 mg/dl; PD infectado (DM2+W2, DM2+W3 y DM2+W4 y DM2+W5) con una

64



concentracion media de urea de 37.36 mg/dl; personas con DM sin complicaciones
en pie (DM2+WO0) con una concentracion media de urea de 26.18; grupo control

(SinDM2) con una concentracion media de urea de 24.19 mg/dL.

7.3.4. Creatinina
Los niveles séricos de creatinina del grupo SinDM2 fueron similares a los

observados en los estadios temprano de PD (DM2+WO0 y DM2+W1) (véase Figura
19). En estudios previos se ha reportado que sujetos sanos presentan niveles mas
bajos de creatinina con respecto a sujetos con DM2 (0.89 vs 1.13 mg/dL)
(Bamanikar et al., 2016), ademas en este estudio se reporté una concentracion
mayor de creatinina en hombres que en mujeres, esto puede deberse al almacén
de creatinina como producto de desecho de masa muscular, ademas de la mayor

tasa muscular en hombres (Bamanikar et al., 2016).

Asimismo, Patel et al. (2016) reportaron una concentracion media de creatinina de
0.75 mg/dl en el grupo sin DM2 que resulto menor que la concentraciéon media de
creatinina en el grupo con DM2 (1.21 mg/dl) (Patel et al., 2016), reportando que un
aumento de creatinina y urea en suero de sangre indican disfuncién renal y su

progresion de la nefropatia diabética (El Boghdady y Badr., 2012).
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Figura 19. Concentracion media de creatinina por grupo de estudio

Las lineas representan diferencias significativas entre grupos los grupos de estudio.
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En cuanto a la relacién de creatinina con amputaciones en DM2, Akha et al. (2010)
y Yusof et al. (2015) realizaron un estudio comparativo de dos grupos: uno de
personas con DM2 sin amputacién de miembro inferior y otro de personas con DM2
con amputacion en miembro inferior, sus resultados arrojaron que el grupo de
personas con DM2 sin amputaciones de miembros inferiores presentd una
concentracion media de creatinina de 1.26-1.28 mg/dL; mientras que las personas
con DM2 con amputaciones de miembros inferiores tuvieron una concentracion
media de creatinina de 1.78-2.62 mg/dl. Por lo que dichos autores concluyeron que
la creatinina podria ser utilizada como un marcador en DM2 para la prevencion de
amputaciones de miembros inferiores. Shibu et al, (2017) reportaron que existe una
relacion entre el PD y una disfuncion renal asociada. Finalmente, se observo una
alta dispersion intergrupal debido a la alta variabilidad interindividual de los sujetos

de estudio.

En cuanto a la concentracibn media de creatinina por estadio de PD mediante la
clasificacion de Wagner, AL-Shammaree et al. (2017) reportaron los siguientes
resultados: PD no infectado (DM2+W0 y DM2+W1) con una concentracién media
de creatinina de 0.87 mg/dl; PD infectado (DM2+W2, DM2+W3 y DM2+W4 vy
DM2+W5) con una concentracién media de creatinina de 1.1 mg/dl; personas con
DM2 sin complicaciones en pie (DM2+WO0) con una concentraciéon media de
creatinina de 0.83 mg/dl; grupo control (SinDM2) con una concentracién media de

creatinina de 0.75 mg/dl).

Resultados similares fueron encontrados en el presente estudio, en donde los
individuos con DM2 y estadios de Wagner 0, 1, 2 y 3 (individuos sin amputaciones)
presentaron una concentracion media de creatinina de 1.17 mg/dl, concentraciones
menores a las observadas en los individuos con DM2 y estadios de Wagner 4
(individuos con amputaciones) (1.51 mg/dl). Sin embargo, en este estudio se
enonctré que los individuos del grupo DM2+W5 mostraron niveles bajos de
creatinina en comparacion del grupo DM2+W4, lo cual sugiere una

descompensacion metabalica.
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7.3.5. Acido drico
Al igual que en creatinina, los resultados obtenidos de la concentracion media de

acido urico indican que los grupos SinDM2 y DM2+WO0 presentan valores mas bajos
que los grupos de DM2+W1 a W5 (Véase Figura 20); siendo que en este parametro
no se observa el comportamiento anémalo del grupo DM2+W5 observado en-los
niveles séricos de creatinina (Véase Figura 19). Por lo que se observa una clara
relacion entre la presencia de lesiones o Ulceras en los pies (W1 a W5) y-los niveles
elevados de acido Urico; sin embargo, no se observa una tendencia lineal con
respecto a la progresion del PD. Lo anterior sugiere la presencia de comorbilidades
asociadas al PD, ya que niveles elevados de acido Urico se han asociado con
disfuncion endotelial, cardiopatia isquémica y accidente cerebrovascular (Papanas
et al., 2011).
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Figura 20. Concentracién media de acido Urico por grupo de estudio

Las lineas representan diferencias significativas entre grupos los grupos de estudio. No hay patron claro.

Los resultados obtenidos en este estudio son similares a lo reportado por Papanas
et al. (2011), quien reporta valores de &cido Urico mas bajos en pacientes con DM2
sin ND en comparacion con aquellos con ND (5.7 vs 8.1 mg/dL). Con respecto a la
progresion del PD, Kiani et al. (2014) reportaron que los pacientes con DM2 sin ND
presentaron una concentracion media de acido urico de 4.96 mg/dL, la cual se vio
incrementada en pacientes con ND leve (4.28 mg/dl); ND moderada (4.94 mg/dl) y
ND grave (5.13 mg/dl), comportamiento que no fue observado en el presente

estudio.
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Con respecto a la progresion de PD de acuerdo a la escala de Wagner, Al-
Shammaree et al. (2017) reporté el grupo PD no infectado (DM2+W0 y DM2+W1)
con una concentracion media de acido arico de 3.96 mg/dl, PD infectado (DM2+W2,
DM2+W3 y DM2+W4 y DM2+W5) con 4.9 mg/dl, prsonas con DM2 sin
complicaciones en pie con 3.74 1.2 mg/dl, y grupo control con 3.97 + 0.37 mg/dl,
observando una tendencia similar a la obtenida en este estudio de acuerdo a los

estadios de PD.

Niveles elevados de acido urico se asocian con DM debido al alto estrés oxidativo;
ademas, la concentracion elevada de acido Urico puede resultar del efecto que
produce la hiperinsulinemia en los tubulos renales, disminuyendo su excrecion
(Cardona et al., 2009). Sobre la tendencia al-aumento de &acido arico con el
desarrollo de PD, Kanbay et al. (2016) menciona que con un aumento en acido Urico
resulta una sobre-activacion del sistema  renina-angiotensina-aldosterona y el
sistema de oOxido nitrico, generando un-aumento en la vasoconstriccion; mientras
que el aumento en el sistema de 6xido nitrico, genera un aumento en la
vasodilatacidon. Estos dos aumentos (vasoconstriccién y vasodilatacion), generan
dafio a vasos sanguineos conllevando a una isquemia (Kanbay et al., 2016), la cual
es una complicacién macrovascular asociada al desarrollo del PD (Véase figura 21).
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7.3.6. Colesterol
Con respecto a los niveles séricos de colesterol, se observo una tendencia a la baja

con forme avanza la progresion del PD con una ligera elevacion en DM2+W2 (Véase
Figura 22).
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Figura 22. Concentracion media de colesterol por grupo de estudio

Las lineas representan diferencias significativas entre grupos los grupos de estudio.

En la literatura consultada se han reportado diferentes resultados en la relacion
entre colesterol y DM y PD; entre los estudios que reportan resultados similares a
los obtenidos en esta investigacion se encuentra el estudio comparativo de Ye et al.
(2014) que incluy6 dos grupos: uno de personas con DM2 sin ulcera de PD y otro
grupo con DM2 con ulcera de PD sin encontrar diferencia significativa (Ye et al.,

2016) mostrando una tendencia a la baja.

Por otro lado, Gonzalez-Mayo et al. (2017) y Shibu et al. (2017) reportaron datos
diferentes. Gonzalez-Mayo et al. (2017) reportaron diferencias significativas en la
concentracion de colesterol de un grupo de personas sin DM2 (154 mg/dl) y otro
grupo con DM2 (214 mg/dl), siendo que se considera la hipercolesterolemia como
una alteracion metabdlica asociada con la DM2 que contribuye al riesgo de
desarrollar enfermedades cardiovasculares. Sin embargo, en el presente estudio no
se observaron diferencias significativas entre el grupo SinDM2 y el grupo DM2+WO.

De manera similar, Yusof et al. (2015) reportaron que no se encontré una relacion
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entre dislipidemia con una mayor amputacion de miembros inferiores (Yusof et al.,
2015); sin embargo, de manera contraria, Atosona y Larbie et al. (2019) identificaron

la dislipidemia como factor de riesgo para el desarrollo de Ulceras de PD.

AL-Shammaree et al. (2017) reportaron individuos con PD no infectado (DM2+WO
y DM2+W1) con una concentracion media de COL de 197.28 mg/dl, con PD
infectado (DM2+W2, DM2+W3 y DM2+W4 y DM2+WS5) con 199.08 mg/dl, con DM2
sin complicaciones en pie con 188.35 mg/dl, mientras que el grupo control con
166.75 mg/dL. Por lo que concluyeron que los niveles elevados de colesterol estan

asociados con el desarrollo de DM2 pero no con el desarrollo 'y la progresion de PD.

7.3.7. Triglicéridos
La concentracion media de triglicéridos de los participantes con DM2 fue mayor que

la de los participantes aparentemente sanos (SinDM2), con excepcién del grupo
DM2+W5 (Véase Figura 23), siendo que este Ultimo grupo presento una
comportamiento anormal, lo que sugiere una falla metabdlica posiblemente. Con
respecto a la progresion de PD, se observa que los niveles de TG muestran una
tendencia a incrementar conforme avanza la complicacion, presentando un maximo

en el estadio de Wagner 2, y luego reduciendo los niveles, presentando un minimo
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Figura 23. Condntracion media de triglicéridos por grupo de estudio.

Las lineas representan diferencias significativas entre grupos los grupos de estudio.
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La elevacion de los triglicéridos sanguineos durante la DM2 ha sido previamente
reportada, y es considerada como una alteracion metabodlica consecuente de una

hiperglucemia descontrolada (De Macedo et al., 2016 y Shibu et al., 2017).

Con respecto a la relacion de triglicéridos y PD se han reportado resultados
cotnradictorios. Kiani et al. (2014) reportaron un ligero aumento en los niveles
séricos de triglicéridos en individuos con DM2 y ND en comparacion con individuos
con DM2 sin ND (157 vs 146 mg/dL), sugiriendo una asociacion entre la ND e
hiperlipidemia, tendencia similar a la observada en el presente estudio. Sin
embargo, Yusof et al. (2015) y Atosona y Larbie (2019) no-encontraron asociacion

entre los niveles séricos de triglicéridos y la amputacion de miembros superiores.

En cuanto a la concentraciéon media de triglicéridos por estadio de PD mediante la
clasificacion de Wagner, AL-Shammaree et al. (2017) reportaron que los individuos
con PD no infectado presentaron una concentracion media de triglicéridos de 183.32
mg/dl, con PD infectado de 255.67. mg/dl, con DM2 sin complicaciones en pie de
179.47 mg/dl, mientras que el grupo control de 90.56 + 28.53 mg/dl, indicando que

la complicacion del PD esté asociada con niveles elevados de triglicéridos.

La hipertrigliceridemia en DM2 se puede explicar partiendo de que las personas que
la padecen suelen tener obesidad abdominal y visceral, situacion que se asocia con
insulinoresistencia, hiperinsulinemia y dislipidemia aterogénica. Este mecanismo de
resistencia a insulina inducida por grasa visceral se da en parte porque el tejido
adiposo libera adipocinas pro-inflamatorias como el factor de necrosis tumoral (TNF-
a) e interleucina 6 (IL-6). Con la progresiva resistencia a insulina, aumenta la
liberacion por parte de los adipocitos de acidos grados libres que inducen la sintesis
hepatica de triglicéridos y estimulan la produccion de apoliporoteina B, generando
particulas VLDL ricas en triglicéridos.
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7.4. Evaluaciones
Se realizd la evaluacién sensorial de las extremidades inferiores por medio de

monofilamento de Semmes-Weinstein de 7.5/10 g y diapason de 128 Hz, y se
evaluo el reflejo Aquileo con martillo neuroldgico de los participantes del estudio. Lo
anterior con el fin de identificar si dichas pruebas sensoriales podrian ayudar en el
diagnostico oportuno del PD, puesto que la escala de Wagner utilizada en los
hospitales para el diagndstico de PD dependen de la presencia de lesiones en los
pies, lo que corresponde a un diagnostico tardio. Mientras que la pérdida de
sensibilidad en las extremidades inferiores corresponde a estadios mas tempranos
de la neuropatia diabética, por lo que podrian ser utilizadas como herramientas para

el diagndstico oportuno del PD.

7.4.1. Monofilamento de Semmes—Weinstein de 7.5/10 g
Como era de esperarse, el grupo SinDM2 presentd una sensibilidad del 100% y un

0% de insensibilidad en extremidades inferiores izquierdas y derechas con la prueba
de monofilamento (véase Cuadro 6 y 7). Se observa una tendencia inversa entre la
sensacion de sensibilidad en las extremidades inferiores y la progresién de PD en
etapas tempranas, hasta el estadio de Wagner 3, mientras que en etapas
avanzadas (Wagner 4 y 5) no se observa una tendencia clara, o que podria estar
relacionado a la presencia de Ulceras, gangrenas y, en algunos casos,

amputaciones.

Es importante destacar que el grupo DM2+WO, los cuales corresponden a aquellos
individuos que aun no presentan lesiones visibles en los pies, presentaron una
prevalencia de insensibilidad de 9.1% (n=1) en extremidad inferior izquierda y 18.2%
(n=2) en extremidad inferior derecha. Por lo tanto, la prueba de monofilamento no
puede ser utilizada para el diagnostico oportuno del PD, es decir, previo a la

aparicion de lesiones fisicas.

72



Cuadro 6. Comportamiento sensorial de extremidad inferiorizquierda con
monofilamento de Semmes-Weinstein de 7.5/10 g.

Diagnostico de evaluacion sensorial con MSW-7.5/10g en
Grupos de extremidad inferior izquierda
estudio Insensible Sensible Amputada Total
SinDM2 n 0 30 0 30
% 0.0% 100.0% 0.0% 100.0%
DM2+WO0 n 1 9 1 11
% 9.1% 81.8% 9.1% 100.0%
DM2+W1 n 6 8 0 14
% 42.9% 57.1% 0.0% 100.0%
DM2+W2  n 9 7 0 16
% 56.2% 43.8% 0.0% 100.0%
DM2+W3  n 8 3 2 13
% 61.5% 23.1% 15.4% 100.0%
DM2+W4  n 9 0 (0] 9
% 100.0% 0.0% 0.0% 100.0%
DM2+W5  n 3 3 0 6
% 50.0% 50.0% 0.0% 100.0%

Valor de p=0.000

Cuadro 7. Comportamiento sensorial de extremidad inferior derecha con
monofilamento de Semmes-Weinstein de 7.5/10 g

Diagnostico de evaluacion
sensorial con MSW-7.5/10g en
Grupos de extremidad inferior derecha.
estudio Insensible Sensible Total
SinDM2 n 0 30 30
% 0.0% 100.0% 100.0%
DM2+WO0 n 2 9 11
% 18.2% 81.8% 100.0%
DM2+WH1 n 5 9 14
% 35.7% 64.3% 100.0%
DM2+W?2 n 10 6 16
% 62.5% 37.5% 100.0%
DM2+W3 n 9 4 13
% 69.2% 30.8% 100.0%
DM2+W4 n 7 2 9
% 77.8% 22.2% 100.0%
DM2+W5 n 5 1 6
% 83.3% 16.7% 100.0%

Valor de p=0.000
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7.4.2. Diapason de 128 Hz
Véase en los Cuadros 8 y 9 los resultados del comportamiento sensorial obtenidos

con la prueba de diapason en extremidades inferiores izquierdas y derechas,
respectivamente. Como era de esperarse, el grupo SinDM2 presentd una
sensibilidad del 100% y un 0% de insensibilidad en extremidades inferiores
izquierdas y derechas. Es importante destacar que todos o la mayoria de los
individuos con estadios tempranos de PD (DM2+WO0, DM2+W1 y DM2+W3)
presentaron sensibilidad en ambas extremidades inferiores, por lo que esta prueba

no es adecuada para diagnéstico temprano de PD.

Con respecto a los estadios avanzados (DM2+W4 y DM2+WS5) presentaron una
prevalencia >50% en extremidades inferiores -izquierdas, mientras que la
prevalencia fue mayor en extremidades .inferiores derechas (100 y 66.7%,
respectivamente).

Cuadro 8. Comportamiento sensaorial de extremidad inferior izquierda con
siapason de 128 Hz

Diagnostico de evaluacion sensorial con D-128
Grupos de Hz en extremidad inferior izquierda.
estudio Sensible Insensible Amputada Total
SinDM2 n 30 0 0 30
% 100.0% 0.0% 0.0% 100.0%
DM2+WO0  n 10 0 1 11
% 90.9% 0.0% 9.1% 100.0%
DM2+W1 n 13 1 0 14
% 92.9% 71% 0.0% 100.0%
DM2+W2 n 15 1 0 16
% 93.8% 6.2% 0.0% 100.0%
DM2+W3 n 8 3 2 13
% 61.5% 23.1% 15.4% 100.0%
DM2+W4 n 5 4 0 9
% 55.6% 44.4% 0.0% 100.0%
DM2+W5 n 3 3 0 6
% 50.0% 50.0% 0.0% 100.0%

Valor de p=0.000

Cuadro 9. Comportamiento sensorial de extremidad inferior derecha con diapason
de 128 Hz
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Diagnostico de evaluacion
sensorial con D-128 Hzen
Grupo de extremidad inferior derecha.
estudio Sensible Insensible Total
SinDM2 n 30 0 30
% 100.0% 0.0% 100.0%
DM2+W0 n 11 0 11
% 100.0% 0.0% 100.0%
DM2+W1 n 14 0 14
% 100.0% 0.0% 100.0%
DM2+W2 n 14 2 16
% 87.5% 12.5% 100.0%
DM2+W3 n 12 1 13
% 92.3% 7.7% 100.0%
DM2+W4 n 9 0 9
% 100.0% 0.0% 100.0%
DM2+W5 n 4 2 6
% 66.7% 33.3% 100.0%

Valor de p=0.017

7.4.3. Reflejo Aquileo con martillo neuroldgico
Como era de esperarse, el grupo SinDM2 present6 una sensibilidad del 100% y un

0% de insensibilidad en extremidades. inferiores izquierdas y derechas (véase
Cuadros 10y 11). No se observé una tendencia lineal entre la progresion de PD con

la escala de Wagner y el reflejo aquileo en ambas extremidades.

Cuadro 10. Comportamiento sensorial de extremidad inferior izquierda con martillo
neuroldgico.

Diagnostico de evaluacion sensorial con
Martillo Neurologico en extremidad
Grupos de inferior izquierda
estudio Sensible Insensible Amputada Total
SinDM2 n 30 0 0 30
% 100.0% 0.0% 0.0% 100.0%
DM2+W0 n 10 0 1 11
% 90.9% 0.0% 9.1% 100.0%
DM2+W1 n 13 1 0 14
% 92.9% 71% 0.0% 100.0%
DM2+W2 n 1" 5 0 16
% 68.8% 31.2% 0.0% 100.0%
DM2+W3 n 10 1 2 13
% 76.9% 77% 15.4% 100.0%
DM2+W4  n 7 2 0 9
% 77.8% 22.2% 0.0% 100.0%
DM2+W5 n 3 3 0 6
% 50.0% 50.0% 0.0% 100.0%
Valor p=0.002
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Cuadro 11. Comportamiento sensorial de extremidad inferior derecha con martillo

neuroldgico
Diagnostico de evaluacion sensorial
con Martillo Neurologico en
extremidad inferior derecha.
Grupo de estudio Sensible Insensible Total
SinDM2 n 30 0 30
% 100.0% 0.0% 100.0%
DM2+W0 n 11 0 11
% 100.0% 0.0% 100.0%
DM2+W1 n 14 0 14
% 100.0% 0.0% 100.0%
DM2+W2 n 10 6 16
% 62.5% 37.5% 100.0%
DM2+W3 n 12 1 13
% 92.3% 77% 100.0%
DM2+W4 n 8 1 9
% 88.9% 11.1% 100.0%
DM2+W5 n 3 3 6
% 50.0% 50.0% 100.0%
Valor p=0.000

Sobre la relacion de las tres herramientas utilizadas en este estudio, Takahara et al.
(2014) reporto en su estudio una relacion entre las sensaciones vibratorias mediante
diapasoén con las sensaciones de presion mediante monofilamento (Takahara et al.,
2014), mientras que Guney et al. (2015) report6 cque durante la DM2 se presentan
alteraciones estructurales y funcionales asociadas con la enfermedad que afectan
de manera negativa las caracteristicas mecdanicas y biolégicas del tendon de Aquiles
(Guney et al., 2015).

Se puede concluir que las pruebas de sensibilidad empleadas en este estudio
(monofilamento, diapason y martillo neurolégico) no muestran una clara asociacion
con la progresion de PD en individuos con DM2. Estos resultados son contrarios a
lo esperado ya que Rinkel et al (2017) indic6é que la evaluacion de sensibilidad,
haciendo uso de mediante diferentes herramientas, debe ser considerado como
prioritario en la practica clinica ya que cada una evalla diferentes funciones somato

sensoriales que se van perdiendo progresivamente durante la DM2 (Rinkel et al.,
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2017), siendo que Jhon y Pfeifer (2008) indicaron que la implementacion de
iniciativas preventivas podria reducir la tasa de amputacion de miembros inferiores
entre el 49 y 85%.

7.5. Analisis metabolémico
Debido a las alteraciones metabdlicas observadas en los individuos con estadios

avanzados de PD (DM2+W4 y DM2+WS5), y a que el objetivo del presente estudio
es la identificacion de biomarcadores para el diagnéstico temprano del PD, se
decidi6 realizar el perfil metabolémico de muestras séricas obtenidas de pacientes
sin DM tipo 2 (SinDM2) y con DM tipo 2 sin lesiones fisicas (DM2+WO0) y con
estadios tempranos de PD (DM2+W1, DM2+W2.y DM2+W3).

7.5.1. Analisis multivariado
Tras el pre-procesamiento correspondiente de los datos crudos obtenidos del perfil

metabolomico, se procedio a realizar el analisis multivariado correspondiente, por lo
gue este estudio se define como un analisis metabolomico no dirigido. Se realiz6 un
analisis multivariado supervisado por medio de PLS-DA (Véase Figura 24). Es
importante destacar gue el perfil metabolomico de metabolitos polares de muestras
séricas permitié la discriminacién entre los individuos del grupo SinDM2 (GNR) y los
individuos con DM2 y estadios tempranos de PD (GW1, GW2 y GW3); sin embargo,
no se observa discriminacion entre los individuos aparentemente sanos (GNR) y los
individuos con DM2 sin lesiones fisicas (GDM) ni entre éstos ultimos y los individuos
con estadios tempranos de PD (GW1, GW2 y GW3).
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Figura 24. Analisis Discriminante de Minimos Cuadrados Parciales (PLS-DA) del
perfil metabolémico de los grupos de estudio

Por lo tanto, se puede concluir que el perfil metabolémico realizado en este estudio
no permitié una discriminaciéon completa entre todos los grupos de estudio. Sin
embargo, se observa una tendencia clara en la presencia de perfiles metabolomicos
distintos entre individuos sin_DM2, individuos con DM2 sin lesiones fisicas en
extremidades inferiores e ‘individuos con DM2 con PD en estadios tempranos
(Wagner 1, 2 y 3); sin observar diferencias en los perfiles metabolémicos con

respecto a la progresion del PD.

Con el fin de identificar los metabolitos asociados a la discriminacion observada, se
realiz6 la obtencion de las diez variables con mayor VIP score (Véase Cuadro 12)

Cuadro 12. Dies variables con mayor VIP score obtenidas del analisis multivariado
por PLS-DA

Tiempo de retencidn,

VIP score
masa/carga

Compuesto

Compuesto_1 | X22.05_1013.4176m.z | 2.409588372
Compuesto_2 | X22.07_895.1519m.z | 2.423979658
Compuesto_3 | X22.07_1065.4303m.z | 2.425922195
Compuesto_4 | X22.07_1036.4533m.z | 2.455790053
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Compuesto_5 | X22.05_963.1376m.z | 2.474503168
Compuesto_6 | X22.07_866.1744m.z | 2.500806504
Compuesto_7 X5.88_510.3114m.z 2.517865845
Compuesto_8 X20.46_886.3930n 2.529457651
Compuesto_9 | X22.07_882.1473m.z | 2.572660336

Compuesto_10| X20.46_451.1625m.z 2.632039120
n: masa neutra, m.z: relacion masa/carga.

7.5.1.1. Compuesto_1
Este compuesto fue identificado tentativamente como = el triglicérido

TG(20:2/22:3/22:3), con la férmula molecular Ce7H11406. Se encuentra en la
categoria de glicerolipidos, en la subclase de triacilgliceroles (Véase Figura 25). Se
observd que los individuos sin DM2 presentaron niveles mas elevados de estos
compuestos, seguidos por indivudos con DM2 sin lesiones fisicas y finalmente
individuos con DM2 con PD en estadios W1, W2 y W3; sin observar diferencias

significativas entre estos ultimos (Véase Figura 26).

Figura 25. Estructura tentativa del compuesto_1

Es importante ‘mencionar que la tendencia observada con el metabolito
tentativamente identificado como el TG (20:2/22:3/22:3) es distinta a la observada
para triglicéridos séricos (Véase Figura 23). El triglicérido identificado como de
interés en este estudio, u otro triglicérido, no ha sido previamente propuesto como
candidato a biomarcador para el PD.
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Figura 26. Abundancia del compuesto_1 en los diferentes grupos de estudio

Las lineas indican diferencia significativa entre grupos .

7.5.1.2. Compuesto_2
Este compuesto fue identificado tentativamente como el fosfatidilinositol

P1(18:0/22:6), con la formula molecular CagHssO12P. . Esta molécula se encuentra en
la categoria de glicerofosfolipidos, en la clase principal de glicerofosfoinositoles y la

subclase 1-alquilo, 2-acilglicerofosfoinositoles (Véase Figura 27).

0 HO  OH
HO OH
D/\(\:}’/_/ ~o0
§ HO OH
o H

Figura 27. Estructura tentativa del compuesto_2

No se ha asociado previamente el fosfolipido PI(O-18:0/22:6) con el desarrollo o la
progresion del PD. Sin embargo, Cipriani-Thorne y Quintanilla (2010) reportaron una
asociacion entre los fosfoinositoles y la resistencia a la insulina. Cuando la insulina
Se une con su receptor de membrana se activa el sustrato del receptor de insulina
(IRS), promoviendo su fosforilacion y dando inicio a una autocatalisis que incluye la
activacion del sistema de los fosfotoinositoles que generan los segundos
mensajeros para favorecer la translocacion del transportador de glucosa-4 (GLUT4)

a la membrana celular.
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Existen diversos promotores asociados al desarrollo de resistencia a la insulina,
entre los que destacan los acidos grasos y diacilgliceroles, los cuales promueven la
activacion de la proteina cinasa C (PKC), que promueve la fosforilacion de los
residuos de serina del ISR1, impidiendo la fosforilacion de residuos de tirosina, lo
que inhibe la actividad de la fosfoinositol kinasa, suprimiento la supresion del
transporte de glucosa inducida por la insulina. Por lo tanto, existe una asociacion
directa entre la acumulacion de PI con el desarrollo de resistencia a la insulina
(Cipriani-Thorne y Quintanilla, 2010).

En este estudio se observo que los individuos con DM2 presentaron niveles mas
bajos de PI(0-18:0/22:6) en comparacion con los individuos sin DM2, siendo que
los individuos con estadios tempranos de PD (W1, W2y W3) presentaron valores
significativamente mas bajos que los individuos con DM2 sin lesiones visuales en
las extremidades inferiores (DM2+WO0). Sin embargo, no se observaron diferencias
significativas entre los individuos de los-grupos SinDM2 y DM2+WO0 (Véase Figura
28).

q

Dingribucien de Comp 2
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Girupa da srtudio

Figura 28. Abundancia del compuesto_2 en los diferentes grupos de estudio

Las lineas indican diferencia significativa entre grupos .
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7.5.1.3. Compuesto_3
Este compuesto fue tentativamente identificado como la fosfatidiletanolamina

PE(16:0/18:1). Esta molécula se encuentra en la categoria de glicerofosfolipidos, en
la clase principal de glicerofosfoetanolaminas y subclase

diacilglicerolfosfoetanolaminas (Véase Figura 29).

Figura 29. Estructura tentativa del compuesto_3

No se ha asociado previamente el fosfolipido  PE(16:0/18:1) con el desarrollo o la
progresion del PD. Los glicerofosfolipidos componen principalmente las membranas
neuronales y se ha reportado que participan en la patogénesis y progresion de la
ND, ya que individuos con DM2 y ND presentan una metilacion diferencial de genes
implicados en la via del metabolismo de glicerofosfolipidos, particularmente la
fosfolipasa A2 (involucrada en trastornos metabdlicos mediados por inflamacion con
DM2 y obesidad, necesaria para el crecimiento de neutrinas en el sistema nervioso
periférico e implicada en la descomposicion de mielina) y la fosfatidilserina
descarboxilasa ‘(enzima catalizadora de la reaccién fosfatidil serina a
fosfatidiletanolamina, asociada con neuro degeneracion). Dichas modificaciones
epigenéticas estan asociadas con alteraciones del sistema nervioso, orientacién del
axén, metabolismo de los glicerofosfolipidos y sefializacion de MAPK, vias

metabdlicas involucradas en la fisiopatologia de la ND (Guo et al., 2019).

De manera interesante, el PE(16:0/18:1) se encontré en niveles mas altos en los
individuos del grupo SinDM2, seguido de los individos con DM2 sin lesiones fisicas
en los pies (DM2+WO0), observandose diferencias significativas entre estos grupos.
Asimismo, se observaron diferencias significativas entre los individuos del grupo
DM2+WO0 y los individuos con estadios tempranos de PD (DM2+W1, DM2+W2 y
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DM2+W3), sin observarse diferencias entre estos ultimos. Por lo tanto, este
metabolito podria ser considerado un candidato a biomarcador para el diagnostico
oportuno del PD.

Disribucién de Eomp_3
I —

et [ [ e [
Grupos de #sbadic

Figura 30. Abundancia del compuesto_3 en los diferentes grupos dee studio

Las lineas indican diferencia significativa entre grupos.

7.5.1.4. Compuesto_4
No se logré la identificacion de este compuesto con la informacion obtenida de su

espectro de masas nhi en comparacién con librerias como LipidMaps y Metlin. Con
respecto a su distribucién por grupos (Véase Figura 31), se observa una tendencia
similar a la presentada en el compuesto_3 (Véase Figura 30), en donde se
observan diferencias significativas entre los grupos control (SinDM2 y DM2+WQ0) y
los grupos con PD (DM2+W1, DM2+W2 y DM2+W3). Por lo que se continuara
trabajando con su identificacion.

Ditribucién de Somp_i

Figura 31. Abundancia del compuesto_4 en los diferentes grupos de estudio

Las lineas indican diferencia significativa entre grupos.
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7.5.1.5. Compuesto_5
Este compuesto fue tentativamente identificado como el fosfatidilinositol

P1(22:1/22:6), con la formula molecular CssHsgO13P. Esta molécula se encuentra en
la categoria de glicerofosfolipidos en la clase principal de glicerofosfoinositoles'y en
la subclase de diacilglicerofosfoinositoles (Véase Figura 32). Este es el segundo
fosfatidilinositol identificado como metabolito de interés asociado al desarrollo de
PD en este estudio, ya que el compuesto_2 fue identificado como PI(18:0/22:6),
presentando la misma tendencia en cuanto a los grupos de estudio (Véase Figura
33).
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Figura 32. Estructura tentativadel compuesto_5
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Figura 33. Abundancia del compuesto_5 en los diferentes grupos de estudio

Las lineas indican diferencia significativa entre grupos.

7.5.1.6. Compuesto_6
Este compuesto fue identificado como la fosfatidilcolina PC(20:1/22:2) con la

formula molecular CsoHosNOsP. Esta molécula se encuentra en la categoria de
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glicerofosfolipidos en la clase principal de glicerofosfocolinas y en la subclase de

diacilglicerofosfocolinas (Véase Figura 34).

VVE/WM

Figura 34. Estructura tentativadel compuesto_6
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Se observo la misma tendencia antes descrita con respecto a los grupos de estudio,
en donde se observa que los individuos con PD (DM2+W1, DM2+W2 y DM2+W3)

presentan niveles mas bajos de este metabolito en comparacién con los individuos

son lesiones visibles (DM2+W0), los cuales a su vez presentan niveles mas bajos

de PC(20:1/22:2) en comparacion con los individuos sin DM2 (Véase Figura 35).
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Figura 35. Abundancia del compuesto_6 en los diferentes grupos de estudio

Las lineas indican diferencia significativa entre grupos.

Las glicerofosfocolinas han sido relacionadas con la resistencia a la insulina en
células hepéticas. Kahle et al. (2015) report6 que la resistencia a la insulina hepética

estd asociada con una disminucion en los niveles de distintos lipidos, incluyendo

acilcarnitinas, lisofosfatidilcolinas y glicerofosfocolinas.
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7.5.1.7. Compuesto_7
Este compuesto fue identificado como la lisofostadidilserina PS(O-18:0/0:0), con la

formula molecular C24Hs0NOsP. Esta molécula se encuentra en la categoria de
glicerofosfolipidos en la clase principal de glicerofosfoserinas y en la subclase de
monoalquilglicerofosfoserinas (Véase Figura 36). Es importante destacar que no.se
ha reportado una asociacion entre las fosfatidilserinas o lisofosfatidilserinas y el
desarrollo de ND o PD.

En la poblacion de este estudio, se observo la misma tendencia antes descrita para
los otros fosfolipidos identificados como potenciales candidatos a biomarcador, en
donde los individuos con PD diagndésticado por medio de la escala de Wagner
presentaron los niveles mas bajos, sin observarse una asociacion con la progresion
del PD (Véase Figura 37).
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Figura 36. Estructura tentativa del compuesto_7
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Figura 37. Abundancia del compuesto_7 en los diferentes grupos de estudio

Las lineas indican diferencia significativa entre grupos.
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7.5.1.8. Compuesto_8
Este compuesto fue tentativamente identificado como la fosfatidilcolina

PC(22:1/22:6), con la férmula molecular Cs2HooNOsP. Esta molécula se encuentra
en la categoria de glicerofosfolipidos en la clase principal de glicerofosfocolinas.y

en la subclase de diacilglicerofosfocolinas (Véase Figura 38).

WWM ﬂ/ﬁ\b
— — _ _ _ _ /\(H\ o \/\r
W

Figura 38. Estructura tentativa del compuesto_8

Este es la segunda fosfatidilcolina identificada comao candidata a biomarcador de
PD en este estudio (compuesto_6). Sin embargo, se observan ligeras diferencias
en la distribucion de los compuestos en los grupos de estudio. La PC(22:1/22:6)
(compuesto_8) fue encontrada en niveles mas altos en las muestras séricas de los
individuos sin DM2 en comparacion con todos los individuos con DM2; sin embargo,
no se observaron diferencias significativas entre los individuos sin lesiones visibles
en los pies (DM2+WO0) y aquellos con lesiones visibles (DM2+W1, DM2+W2 vy
DM2+W3) (Véase Figura 39). Estos resultados sugieren que este compuesto esta

asociado con el desarrollo de DM2 y no en si con el desarrollo de PD.
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Figura 39. Abundancia del compuesto_8 en los diferentes grupos de estudio

Las lineas indican diferencia significativa entre grupos.
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7.5.1.9. Compuesto_9
Este compuesto fue tentativamente identificado como el triglicérido

TG(18:0/18:2/18:2) con la formula molecular Cs7H10206. Este compuesto, al igual
que el compuesto_1 identificado en este estudio [TG(20:2/22:3/22:3)] se encuentran
en la categoria de glicerolipidos, en la clase principal de triradilgliceroles.y en-la
subclase de triacilgliceroles (Véase Figura 40).

T TN

Figura 40. Estructura tentativa del compuesto_9

Es importante destacar, que ambos triglicéridos identificados como candidatos a
biomarcadores de PD presentaron la misma distribucion entre los grupos de estudio
(Véase Figuras 26 y 41), tendencia diferente a la observada en los niveles séricos
de triglicéridos (Véase Figura 23). Sin embargo, no se ha reportado la asociacion
de los triglicéridos especificos identificados en este estudio [TG(20:2/22:3/22:3) y
TG(18:0/18:2/18:2)] con el desarrollo de DM2, ND o PD.
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Figura 41. Abundancia del compuesto_9 en los diferentes grupos de estudio

Las lineas indican diferencia significativa entre grupos.

88



7.5.1.10. Compuesto_10
Este compuesto fue tentativamente identificado como la lisofosfatidiletanolamina

LisoPE(16:1/0:0) con la formula molecular C2:H42NO~7P, encuentra en la categoria
de glicerofosfolipidos, en la clase principal de glicerofosfoetanolaminas y en la

subclase de monoacilglicerofosfoetanolaminas (Véase Figura 42).
\/\/VW)]\ IVI

Figura 42. Estructura tentativa del compuesto_1

A diferencia de los otros 9 compuestos identificados como candidatos a biomarcador
para el desarrollo de PD, el compuesto_10 [LisoPE(16:1/0:0)] fue encontrado en
niveles mas altos en los individuos con DM2 y con lesiones visibles de PD
(DM2+W1, DM2+W2 y DM2+W3), seguido por los individuos con DM2 sin lesiones
visibles en los pies (DM2+WO0) y por ultimo por los indiviuos sin DM2. Al igual que
con los otros metabolitos de interés, no se observaron diferencias significativas

entre los individuos con PD en los estadios W1, W2 y W3 (Véase Figura 43).

La implicacion de las lisofosfatidiletanolaminas en la etiologia de la DM2, la ND o el
PD no ha sido elucidado. Young-Ha et al. (2011) reporté que individuos con DM2
presentaron niveles elevados de LisoPE(18:2) y LisoPE(22:6), tendencia similar a
la observada en este estudio con la LisoPE(16:1); mientras que dichos autores
reportaron niveles disminuidos de LisoPE(18:1).
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Figura 43. Abundancia del compuesto_10 en los diferentes grupos de estudio

Las lineas indican diferencia significativa entre grupos.
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8. CONCLUSIONES

El desarrollo de PD en individuos con DM tipo 2 no fue asociado con un descontrol
metabdlico de la glucosa, ya que no se observd una asocacion directa con los
niveles séricos de glucosa o hemoglobina glicada. Sin embargo, el desarrollo de PD
fue asociado con la presencia de disfuncion renal, por lo que esta Ultima puede ser
considerada como una comorbilidad, siendo que ambas son consideradas
complicaciones vasculares de la DM tipo 2. Por otro lado, los resultados obtenidos
en este estudio sugieren que las pruebas de sensibilidad (monofilamento, diapasén
y matrtillo neurol6gico) no permiten el diagndstico oportuno de PD en individuos con
DM tipo 2, ya que la mayoria de los individuos con DM tipo 2 sin lesiones visibles

en los pies (Wagner 0) no reportaron puntos de insensibilidad.

El andlisis metabolomico sérico permiti6. una ligera discriminacion entre los
individuos sin DM tipo 2; los individuos con DM tipo 2 sin lesiones visibles en los
pies (Wagner 0); y los individuos con DM tipo 2 con estadios temprano de PD
(Wagner 1, 2 y 3). Se propusieron diez metabolitos como candidatos a
biomarcadores, de los cuales dos fueron identificados como triglicéridos y siete
como fosfolipidos, lo que sugiere la implicacidén de alteraciones en el metabolismo
de lipidos asociadas con el desarrollo de PD. Sin embargo, es necesario profundizar
en los resultados encontrados para entender la implicacion de dichos lipidos en la
fisiopatologia del PD.

Finalmente, el analisis metabolémico no logré discriminar entre los individuos con
los distintos estadios de PD. Por lo tanto, los metabolitos identificados como de
interés en este estudio pueden ser propuestos como candidatos a biomarcador para
el diagndstico temprano de PD mas no para el monitoreo de la progresion de la
enfermedad.
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10. ANEXOS

ANEXO 1. Diagrama de flujo de los procesos para la aprobacion de comités

académicos e institucionales; asi como el registro.

. Consultar .
Aprobacion sl ceciones v . Cumplir o7
e » - dAprobados:
bioctica FCN de comité requerimientos
v
Registro | ¥ - o (-
de tesis Cumplir requerimientos éRegistrado?
¥
Comité Consultar \
. e _ Cumplir
bioética » sesiones ébprobado?
SESEQ de comité requerimientos
Si
¥
Comité de Consultar .
. L. . Cumplir
investigacion B gesidn dAprobado?
HGQ proxima requerimientos

Iniciar
reclutamiento
de voluntarios
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ANEXO 2. Triptico de invitacion para participacion en estudio

nico degenerativa carac-
terizada por un descontrod en los nive-
les de glucosa en sanguinea.
Una DMABETES MELLITUS mal controla-
da puede condudir a diversas complica-
ciones, entre ellzs, el PIE DIABETICO.

B PIE DIABETICO

*. causa dafic a los
nervios (neuropatia)
Aﬁ‘ya los vasos sangui-

neos (isquemia) generando ulceras y
heridas que dificilmente cicatrizan.

El chjetivo de este triptico es invitarlo a
participar en una INVESTIGACION que
tiene como objetivo identificar las dife-
rencias moleculares que hay entre:

+ [Personas con Diabetes Mellitus.

+ Personas con Fie Diabético.

» [Personas sin Diabetes Mellitus.

DIRECTORA DE TESIS
Dra. Iza Fernanda Pérez
Ramirez

INVESTIGADOR
L.¥. Ignacio Ivian Alvarez

Rodriguez

CONTACTO:
044.4428209258
nch. proomut@gmail.com

UNIVERSIDAD AUTONOMA
DE QUERETARO

FACULTAD DE CIENCIAS
NATURALES

MAESTRIA EN CIENCIAS DE
LA NUTRICION HUMANA

PIE DIABETICO

INVITACION A PROYECTO
DE
INVESTIGACION

-
.-

*lew
~.

ESTADISTICAS

El Pie Diabético es la segunda causa
de amputacion de extremidades infe-
riores.

Segun EMSANUT, hubo un aumento
en casos de Pie Dizbético, de 7.2%en
2012 a 5.1% en 2016.

IS AN
2012-2016
7.2% % 2.1%
ﬁ% ones | 5.5%
a7 ibilidad | 41.2%

Hay un aumento en las amputaciones
de extremidades inferiores, de 2% a
5.5% en los mismos afios.
ES DE VITAL
IMPORTANCIA SU

DETECCION TEMPRANA.

A QUIEN VA DIRIGIDO?

ZEN QUE CONSISTE MI PARTICIPACION?

Hombres y mujeres que cumplan
con los siguientes requisitos:

PARA PERSONAS CON DIABETES
MELLITUS.

45 a3 64 afios.

Aceptar ser voluntario.

Tener dizgndstico médico.

Mo tener ninguna complica-
cign.

Mo embarazadas ni lactando

+ PARA PERSONAS CON PIE
DIABETICO.
45 3 64 afios.
Aceptar ser voluntario.

Tener diagndstico  meédico

Tt

ETAPA 1.

+  Consentimiente informado.

+ Elaboracién de expedients.

« Cuestionario de datos personales
+ Pesaje y medicidn.

ETAPA 2.

+  Toma de muestra.

Apudir en ayunas a la Clinica de He-
ridas del Hospital General de Quers-

taro.

Se hara una toma de muestra de
sangre de 3 ml.

Se realizard una toma de prasién ar-
terial.

PARTICIPACION

VOLUNTARIA.
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ANEXO 3. Carta de consentimiento informado.

44| CARTADE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN UNA: @ !

i | INVESTIGACION CON LA UNIVERSIDAD AUTONOMA g

™ DE QUERETARO LR LS
Fecha D "

DIABETES MELLITUS es una enfermedad cronica no transmisible v progresiva caracterizada
por un incremento de glucemia desencadenada cuando el pancreas no produce suficiente
insulina (hormona gue reguladora del nivel de azicar, o glucosa, en sangre), o cuando el
arganismo no puede utilizar con eficacia la insulina que produce. Para México la OMS
reportd en el afio 2016 45,100 muertes por Diabetes Mellitus en personas de 30-65 afos y
41,900 personas mayores de 70 anos de edad. COMPLICACIOMES afecta organos, aparatos
y sistemas, entre ellos: aparato cardiovascular, cerebro, rfiones, muerte fetal v dafo
vascular generalizado donde se afectan los nervios periféricos dando como consecuencia
pie diabético. PIE DIABETICO es un trastorno provecade por conjunte de sindromes comao
la neuropatia e isquemia, generando dario a arterias periféricas gue irrigan el pie v dano de
los nervios periféricos e infecciones provocando trastornos sensoriales, Ulceras de la planta
del pie y atrofias musculares; ademas de una oclusién en las arterias que llevan sangre a los
pies produciendo gangrena; es frecuente gue las lesiones del pie diabético trascurran sin
dolor, agravando la lesion, el riesgo de amputaciones para las personas con Diabetes
Mellitus es hasta 1% veces mayor gue 2n personas sin Diabetes Mellitus. PROTEOMICA Y
METABOLOMICA son herramientas tecnolégicas que generan infermacion de los cambios
que acontecen a nivel molecular-en el organismo cuando estd sometido a condiciones
determinadas.

CONSENTIMIENTO El Licenciado en Nutricién lgnacio Ivan Alvarez Rodriguez, ha solicitado
mi consentimiento para gue lleve a cabo en mi una serie de evaluaciones con el fin de
obtener muestras gue le brindaran informacion para realizar su proyecto de investigacion
con el titulo de

Identificacion de un panel de biomarcadores tempranos de Pie Diabético en pacientes con
Diabetes Mellitus Tipo 2

Dirigido por la Dra. lza Fernanda Pérez Ramirez y gue a su vez colaboran: Dra. C. 5. Juana
Elizabeth Elton Puente, Dr. Eduardo Castano Tostado, Dra. Rosalia Reinoso Camacho y el Dr.
Roberto Augusto Ferriz Martinez. El fin de esta investigacion es, a través de los diferentes
procedimisntos (que serén mencionados mas adelante) poder Identificar biomarcadores de
diagnostico temprano de pie diabético en personas adultas con Diabetes Mellitus tipo 2,
esto con el fin de crear una herramienta preventiva para el tratamiento v acompafamiento
en pacientes con Diabetes Mellitus Tipo 2 v que ademads tiene como fin la realizacion de
tesis para la obtencién del grado académico de “Maestria”.
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# Tener entre 45 y 64 afos sin importar sexo.

Ademas debo pertenecer a uno solo de los siguientes grupos:

# Tener Diabetes Mellitus 2 diagnosticada sin complicaciones (sin complicaciones).

» Tener pie digbético diagnosticado.

# No tener Diabetes Mellitus 2 ni alguna otra enfermedad.

Una wer cumplidos los criterios mencionados podré integrarme a los siguientes
procedimientos, en donde se me realizara:

# Elaboracion de expediente personal:

~

L

Se evaluara: Edad, peso, estatura, circunferencia de cintura v de caders,
perfil socio econdmico, historial clinico personal y hereditario, (en caso de
mujeres, antecedentes ginecobstetricos) valoraciones médicas, analisis
bioguimicos, frecuencia de consumo de alimentos v recordatorio de 24
horas; ademads, de una exploracion de pie acompafiado de personal
capacitado en dicha actividad.

¥o entiendo sobre las instrucciones que debo respetar: llegar puntual al
punto de reunion: brindar la informacion solicitada, contar con el tiempo
solicitado v para la toma de muestra de sangre v medidas antropométricas:
ayuno de 8 haras, y respetar el codigo de vestimenta para realizar las
mediciones, gue son:

" bujeres: Playera de manga corta o top, sin pulseras v/o objetos
metélicos, sin coletas en el cabello v sin esmalte en las ufias de los
pies.

®»  Hombres: Playera de manga corta, sin pulseras y/fo objetos metalicos.

También comprendo el codigo de higiene para hombres y mujeres: aseados,

sin talcos v sin cremas corporales.
Loz posibles riesgos gue este procedimiento incluye son: cansancio e

irritacion debido al contacto con herramientas utilizadas en el procedimiento
como lo es la cinta metalica para medir cintura vy cadera.

# Toma de muestra de sangre:

—~

L,

Para llenar esta parte del expediente, procederé a que s& me haga una toma
de muestra de sangre de 9 ml en dos tubos.

Los posibles riesgos que este procedimiento incluye son: posible dolor al
contacto con la aguja, irritacion de la zona v posible goteo minimo de sangre.
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personas que viven con Digbetes Mellitus, comao para la investigacion; asi mismo, se me ha
informado gue se me entregara resultado de:

Examen quimico sanguineo de 6 elementos
Analisis de Hemoglobina glicada

Mis datos personales estaran protegidos bajo un nimero de identificacion.

Los resultados de este procedimiento podran ser publicados, pero mi nombre, identidad v
datos clinicos no serén revelados y permaneceran en forma confidencial 2 menos que estos
zean solicitada por ley; ademas que de ser publicadas se me notificara v solo se usara mi
numero de identificacion.

Mi participacion en esta investigacion no tiene ningdn costao.

¥o me podré retirar de este procedimiento en cualguier momento sin dar razones y sin gue
ocasione un perjuicio a mi persona, ademas mi consentimiento estd dado voluntariamente
sin que haya sido forzado(a) u obligadola); también me daran una réplica del presente
documento para mi uso personal en caso de necesitarlo; todo esto abalado por mi nombre
completo y mi firma.

Cualguier pregunta gue vyo guiera hacer en relacion a mi participacion en estos
procedimientos & duda relacionada con el mismo, debera ser contestada por: Ignacio Ivan

Alvarez Rodriguez al cual puedo contactar al 044. 44.28.20.92.58\nch.pronut{@gmail.com,
o también puedo hacerlo con la directora de tesis.

Mombre y firma del voluntario:

Mombre y firma del testigo:

DIRECTORA DE TESIS INVESTIGADOR
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ANEXO 4. Historia clinica de SinDM2.

HISTORIA CLINICA SUJETO DE ESTUDIO SIN DIABETES MELLITUS TIPO 2

DATOS PERSOMALES
1 Fecha Hara inidio Hora de término Mombre
Direccion Referencia Facha nacimienta
Edad___ Procedencia Edo civil Hijos Escolaridad Ocupacian
PERFIL SOCIO ECONOMICO

Casa propia____ #Familias en casa___ #Personas en casa__ #De personas que dependen econémicamente_ #Personas en
£asg gue trabajan____ #Personas en casa gue estudian___ #Adultos__ #Mifios__ #Adultos mayores_ fpua_ Lluz_

#Focos_ Drenaje_ Piso firme__ Paredes en acabados Material del techo

Microondas___ #Habitaciones___ #Bafios completos__ #TV_ Sistema de TV de paga__ #Computadoras___ Internet___

Teléfono fijo__ #Celulares___ Dispositivos electronicos [especificar]

Como calienta sus alimentos Boiler de gas #Carros #Motocicletas

HBicicletas__ Asegurado_ Cual Ayuda economica gubernamental___ Cual

PERFIL ANTROPOMETRICO

FECHA, Captura 1 Captura 2 Captura 3
PRUERBA
HORA
Peso
Talla
MEDIDAS TA
irtura
Cadera
MG
RESULTADDS
o
HISTORIAL CLIMICO
ANTECEDEMNTES GINECOBSTRECTICDS
Mengrca  FUM Ritmo #Gestaciones PParto. Cesdrea Aborto Diabetes gestacional
Anticonceptivos hormonales Menopausia Tx, ultima consulta con ginecdlogo Papanicolaou
APH APR
Alergias Intolerancias Cx anteriores,
Medicamento
1 1
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VALORACIOMES MEDICAS\AUTOMEDICACION\TX ALTERNATIVO
INTERCOMNSULTAS - PODOLOGO
éHa ido con un poddlogo? Cuantas veces &l afo___ Fecha de dltima consulta Cuidados podoldgicos

Cuidados generales en los pies

Tratamiento podologico especifico actual [uhas, piel]

Valoraciones podeldgicas totales

Cx anteriores en pie

INTERCONSULTAS
Tx médico actual
OFTALMOLOGO___ Primer visita Dx Ultima visita Dx
FONDO DEOIO____ Fecha Dx Miopia Astipmatismo Hipermetropia_____

INTERCOMSULTAS CON ALGUN OTRO PROFESIONAL O NO PROFESIONAL DE LA SALUD Cual

Desde cuando Fecha de inicio Uitima fecha
AUTOMEDICACION Descripcion Desde cuando
TX ALTERMATIVO Descripcion Desde cuando

AMALISIS CLINICOS [MAXIMO 2 SEMANAS ANTES]

FECHA FECHA Primer HbALC Fecha
Slucesz Slucesz Uttima HbALC Fecha
Ures Ures

Creatinina Creatinina Toma de destroxis al momento
Acida drico Acida drico Hora de Ultima alimento
Colesteral Coleste®] HbALC actualizada Fecha
Triglicéridos Triglicéridos

FRECUEMCIA DE COMNSUMO DE ALIMEMNTOS
Pollo _ \7 Res_ 7 Pescado__\7 Cerdo__ 7 Huevo__ 7 Queso_ \7 Leche__\7 Frijoles__\7 Tortillas__\7 Arroz__\7 Pan__\7
Pastas__"\7Werd _ \7 Frutas__\7 Embutidos__\7 Enlatados__\7 Refresco__\7 Golosinas__\7 OH__\7 Tabaco__\7 Cafeina__\7

Actividad fisica__\7 Descripcion de tipo de actividad Horario

Complementos dietarios

Otros Agua Endulzantes artificiales__ 7 Cual

Cantidad
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RECORDATORIO DE 24 HORAS

Litros de agua al dia

Comidas Grupos Racidon
Hr Cereales
Leguminosas
H
r Carne
Verdura
H
r Fruta
Leche
Hr Grasa
Azticar
Hr
OBSERVACIONES
CONTACTO CELULAR CONTACTO E-MAIL
Estoy de acuerdo en que se use mi informacion para la realizacion de esta investigacion 5i Mo

MOMBRE ¥ FIRMA DE SLJETO DE ESTUDIO
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ANEXO 5. Historia clinica de DM2+W0, DM2+W1, DM2+W2, DM2+W3, DM2+W4,
DM2+W5

HISTORIA CLINICA SUJETO DE ESTUDIO CON DIABETES MELLITUS TIPO 2 Y PIE DIABETICO
DATOS PERSOMALES

o] Fecha Hara inicio Hora de término MNombre
Direccion Referencia Fecha nacimiento
Edad Procedencia Edo civil Hijos Escolaridad Ooupacion

PERFIL SOCIO ECONOMICO
Casa propia___ #Familias en casa___ #Personas en casa___ #De personas que dependen econgmicamente__ #Personas en

casa gue trabajan___ #Personas en casa que estudian___ #Adultos_ #Nifos__ #Adultosmayores_ Agua Luz

#Focos_ Drenaje_ Piso firme__ Paredes en acabados Material del techo

Microondas___ #Habitaciones___ #Bafios completos__ #TV___ Sistema de TV de paga___ #Computadoras___ Internet___

Teléfono fijo___ #Celulares___ Dispositivos electranicos [especificar]

Como calienta sus alimentos

Boilerde gas_ #Carros_ #Motocicletas_
BBicicletas_ Asegurado_ Cual

Ayuda economica gubernamental___ Cual

PERFIL ANTROPOMETRICO
FECHA Captura 1 Captura 2 Czptura 3
PRUEBA
HORA
Peso
Talla
MEDIDAS TA
Cintura
Cadera
IMC
RESULTADDS
ICC
HISTORIAL CLIMICO
ANTECEDENTES GINECOBSTRECTICOS
Menarca____ FUM Ritmio, #Eastaciones Parto__ Cesarea__ Aborto Dizbetes gastacional
Arnticonceptivos hormonales, Menopausia Tx ultima consulta con ginecdlogo Papanicolaou
APH APP Fecha de deteccion de DM

Tiempo dezde |a deteccion Herramienta usada para dizgnostico de DM iControlada?__ Tipo de

control Insulina___ Tipo de insuling Dasis
Horarios Técnica Auto monitoreo__ Frecuencia de auto monitoreo
Alergias Intolerancias (x antericres

1
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EN CASO DE TRATAMIENTO COM INSULINA, MARCAR SITIOS DE APLICACION

bl 2'1 f (]
d Al il

VALORACIONES MEDICAS\AUTOMEDICACION\TX ALTERMATIVO

INTERCOMSULTAS - PODOLOGO
éHa ido con un poddlogo? Cuantas veces al afo____ Fecha de ditima consulta Cuidados podolégicos

Cuidados generales en los ples

Tratamiento podoldgico especifico actual [uhas, piel]

Valoraciones podologicas totales

Cx anteriores en pie

INTERCOMSULTAS
Tx médico actual
OFTALMOLOGO___ Primer visita Dx Ultima visita Dx
FONDO DEOID____ Fecha D Miopia Astigmatismao Hipermetropia____

INTERCOMSULTAS CON ALGUN OTRO PROFESIONAL O NO PROFESIONAL DE LA SALUD Cual

Desde cuando Fechade inicio Ultima fecha
AUTOMEDICACION Descripcion Desde cuando
TX ALTERMATIVO Descripion Desde cuando

AMALISIS CLINICOS [MAXIMO 2 SEMANAS ANTES]

FECHA FECHA Primer HoALC Fecha
Glucosz Slucasa Uktima HBALC Fecha
Ures Ures
Crastinina Creatining Toma de destroxis al momento
Acido drica Acida drico Hora de Ultime alimento,
Caleefial Lalesteral HbALC actualizada Fecha
Triglicéridos Triglicéridos
2 2
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FRECUEMCIA DE CONSUMO DE ALIMENTOS
Pollo __\7 Res_ \7 Pescado__\7 Cerdo__\7 Huevo__\7 Queso__\7 Leche__ "7 Frijoles__\7 Tortillas__\7 &rroz__\7 Pan__\7
Pastas__\7 Verd _\7 Frutas__\7 Embutidos__\7 Enlatados__\7 Refresco__\7 Golosinas__\7 OH__\7 Tabaco__\7 Cafeina__\7

Agua Actividad fisica__\7 Descripcion de tipo de actividad Horario

Complementos dietarios Otros

RECORDATORIO DE 24 HRS.

Comidas Grupos Racion

Hr Cereales
Leguminosas

Hr Carne
Verdura

Hr Fruta
Leche

Hr Grasa
Aziicar

Hr

3 3
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EXPLORACION DE PIES
EXPLORACION FiSICA DE PIES

Perfil superior

Observaciones:

Perfil inferior

Perfil lateral exterior

Deformidades apreciables

Clasificar segun Wagner

-
1.'|r1m:»ﬂ a1
5' "'\l I.EEIGH r

S-LIF'I:HF 'LI'.-'l.L

!

Observaciones:

"'\H ]
AR

FIE COMPLETO
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CLASIFICACION DE LESIONES DE PIE DIABETICO DE LA UNIVERSIDAD DE TEXAS

GRADD

[ESTADID
L]

Leside preulcarativa &

paitulos

vl

complatamants

1

Harida suparficisl, zin

Fectanicn de Terdon,

Harida penatrants

Fasta ¢l bendin &

3

Herids paratrants

hasta el tendée &

Infccion & ilguemin

Infgscida & Equamia

cipsula & hueso chpsula artculacin
epitelizada
B Infaccide Infeccitn Infaccide Irdaccidn
< squemia Isguemia Isquemia Isgremia

Infeccian & iiguemin

Infaccida & iEquamia

Evaluacion sensorial con monofilamento Observaciones;
pri LCIRC
Ve -
i |
! i
- N
" -
Sensibilidad con diapason Observaciones;
Reflejo Aguileo Observaciones;

Evaluacion de sujeto de estudio respecto a sus pies

£3ensaciones inusuales en sus pies? Cudles? iDesde cuando?
éiDolor? iDesde cuando? iardor? iDesde cuando?
iComezon? iDesde cuando? iHa sentido pérdida de sensibilidad en los pies?

iDesde cuando?

iPuede caminar?

iPuede recorrer distancias largas?

iCuanto tiempa? illsa bastan? iHa modificado su manera de caminar? iComo?
OBSERVACIONES
CONTACTO CELULAR CONTACTO E-MAIL

Estoy de acuerdo en que se use mi informacion para la realizacion de esta investigacion Si,

MOMBRE Y FIRMA DE SLJETO DE ESTUDIO

Mo
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ANEXO 6. Diagrama de flujo del proceso de reclutamiento, captura de datos, toma
de muestra de sangre, solicitud de andlisis y almacenamiento de muestras.

Datos Perfil Historial
- . Interconsultas
personales antropométrico clinico
=
Invitacion Analisis Consumo de Recordatorio
clinico previo alimentos de 24 hrs.
Consentimiento
. DM2+WO0
informado Datos Perfil Historial p el N
DM2+W1 personales antropométrico clinico P
Asignar
expediente DM2+W2 Evaluacian Analisis Consumo de
it Interconsultas _ . . .
DM2+W3 sensorial clinicoprevio alimentos
Captura de DM2+w4 Recordatorico | Exploracidnde N Evaluacidn
datos asignando - Clasificacion A
de 24 hrs. pies respecto a pies
erupo DM2Z+W5
I
éCambio Toma de muestra )
de grupo? SinDm2 - -
DM2+W3 Presion | hematologia
. DMZ+W0 [ N arterial dorado
DM24W1 Sangre total purpura
DM24W5
DM2+W 2

cEliminar?

Reservar

Centrifugar muestra ™ | Qs-6 Solicitud de analisis a USQ
l Hbalc
Hacer alicoZ e T ‘ Llevar muestras para analisis |

v

Apgrupar por expediente
y fecha y congelar
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ANEXO 7. Proceso de separacion, resuspencion de fases y preparacion en vial

ambar.
SEPARACION ¥ Retirar muestras de PREPARACION
COMCENTRACION DE FASES congeladory refrigerar DE MUESTRAS
Eppendorf 2ml
Agregar
20wl suero
~ - Agitaren 200ul cloroformo Agitar en
> 200ul > o —- —
\orof Vortex 60 seg. Vortex 60 seg.
cloraterme 200ul Agua grado masas
360ul
metanol

R —
P Centrifugacion
Recoleccign individual £
Reconacimiento 4000 rpm
150pl fasepolar | g de fazes < <
30 minutos
150l fase apolar Fase polar
44
Faze proteica
Faze apolar

Deshidratacign \ /

k.

Recoleccignen
RESUSPENCION DE Agregar afase polar 300ul 3 3 ependorf 2ml
™ Scnicar 10min »

FASES POLARES de metancl grado masas

25041

Colocarenvial

Recoleccionen
insertos para viales

A J

Centrifugacidgn

Congelar hasta 12000 rpm
preparacion [ +
de fases 10 min
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ANEXO 8. Proceso de separacion de fases moviles para el analisis metabolomico

PREPARACION
DE FASES PARA
ANALISIS UPLC

LAVADO DE
FRASCOS

cAYB

lavados?

PREPARACION
DE FASES

Lavado con metanol por triplicado

- :
Frascol [ | avadocon H20 UPLC por triplicado
|FASE Al

v

I
J,f' 3 Lavado con metanol por triplicado
I, A

{ |

|Frasc0| +

| FASE B Lavado con acetonitrilo por triplicado

Agregar

Lavado 1 de probeta

1 ml+ 60ul de acidoformico

!

Lavado por triplicado

con metanal

Completar 500ml de acetonitrilo

!

L Levado por triplicado
J con H20 UPLC

v

Colocaren FASE A

!

h J

Sonicar 15 minutos

Frasco FASE A

FrascoFASEB

Completar litro con 500 ml de

acetonitrilo

Agregar

l

1 ml+ 60ul de &cidofarmico

v -

17
Completar 500m| de H2O UPLC '\ :

|

|

¥ ot —|

Colocaren FASE B

Completar litro con 500 ml de
H20 UFLC

|
v A I8

Lavado 2 de probeta

Lavado por triplicado
con metancl

v

Lavado por triplicado
con H2O0 UPLC
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