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RESUMEN

En este trabajo de grado se realizd una bulsqueda sistemdtica de los reportes cientificos del
biomarcador albumina modificada por la isquemia (IMA por sus siglas en inglés, Ischemia Modified
Albumin). Se ha determinado la importancia del mismo por ser un biomarcador de seguimiento
ademas de ser sensible frente a los eventos iniciales de diversas patologias caracterizadas por el
estrés oxidativo. Para esto, se seleccionan articulos, utilizando las bases de datos NCBI, SCOPUS,
SCIENCE DIRECT, EMBASE, Sinab y Google Scholar. En este proceso, se utilizaron las palabras
claves: Radicales libres, especies reactivas de oxigeno y nitrégeno, estrés oxidativo, albumina
modificada por la isquemia (IMA), y diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Uno de los parametros para la
seleccién de articulos fue la fecha de publicacion, de no mayor a cuatro afios (75% de los
analizados), sin descartar aquellos pioneros en el desarrollo del tema (25%); los articulos de tipo
original correspondieron al 83%. La busqueda se centrd en cuatro temas especificos: el estrés
oxidativo, como factor determinante en diferentes patologias. Las modificaciones estructurales de
la albumina a causa de las especies reactivas de oxigeno. Los reportes en los que se mide IMA
como un biomarcador de diagnostico y seguimiento de patologias asociadas al estrés oxidativo, y
con mayor detalle en DM2. Finalmente, se analizaron los resultados del proyecto “Biomarcadores
de estrés oxidativo y control glicémico en pacientes con diabetes mellitus tipo 2”, llevado a cabo
en la Universidad Nacional de Colombia, siendo el primer trabajo reportado sobre el biomarcador
en Colombia. Los resultados indican una relacién entre los pacientes que presentan un valor
elevado de IMA vy factores tales como la hipercolesterolemia, mal control glicémico y sobrepeso,
sugiriendo que IMA puede tener un valor de seguimiento en el desarrollo de complicaciones de Ia

DM2.

PALABRAS CLAVE

Radicales libres, especies reactivas de oxigeno (ROS), especies reactivas de nitrogeno (RNS), estrés

oxidativo, albumina modificada por la isquemia (IMA), y Diabetes Mellitus tipo 2.



ABSTRACT

In this work, a systematic search of the scientific reports of the ischemia-modified albumin
biochemist (Ischemia Modified Albumin) was performed. It has been determined the importance of
the same as a biomarker of follow-up in addition to being sensitive to the initial events of various
pathologies characterized by oxidative stress. The search and selection of articles were done using
NCBI, SCOPUS, SCIENCE DIRECT, EMBASE, Sinab and Google Scholar databases. In this process, the
following keywords were used: Free radicals, reactive oxygen and nitrogen species, oxidative
stress, ischemia-modified albumin (IMA), type 2 diabetes mellitus (DM2). One of the parameters
for the selection of articles was the publication date, of no more than four years (75% of the
analyzed ones), without discarding those pioneers in the development of the subject (25%); the
articles of original type corresponded to (83%). The research focused on four specific topics:
oxidative stress, as a determinant factor in different pathologies. Structural modifications of
albumin because of reactive oxygen species. The reports in which IMA is measured as a biomarker
for the diagnosis and follow-up of pathologies associated with oxidative stress, and in greater
detail in DM2. Finally, the results of the project "Biomarkers of oxidative stress and glycemic
control in patients with type 2 diabetes mellitus"”, carried out at the National University of
Colombia, were the first work reported on the biomarker in Colombia. The results indicate a
relationship  between patients presenting a high value of AMI associated with
hypercholesterolemia, poor glycemic control and overweight, suggesting that IMA may have a

follow-up value in the development of DM2 complications.

KEYWORDS
Free radicals, reactive oxygen species (ROS), reactive nitrogen species (RNS), oxidative stress,

ischemia-modified albumin (IMA), and diabetes mellitus type 2



1 INTRODUCCION

El drea de la salud ha sido impactada positivamente con el desarrollo de la ciencia y la tecnologia,
generando respuestas a numerosos problemas médicos (Bean, Pleil, & Hill, 2015). Con la
elucidacion de los mecanismos moleculares en diferentes patologias, se han logrado desarrollar
diversos tratamientos, métodos diagndstico y de seguimiento (Veskoukis et al., 2016). Ejemplo de
esto son los biomarcadores, biomoléculas medibles en los tejidos, que proporcionan valores
diagndstico, prondstico o de seguimiento (L. Yang, Hou, Wei, Thai, & Chai, 2016). Un biomarcador
debe tener caracteristicas de reproducibilidad en sus mediciones, ser sensible, reflejar en tiempo
real el estado del paciente, brindando informacién imposible de conseguir por otro medio,

ademads de tener un costo razonable (Manzur, 2012)(L. Yang et al., 2016).

El biomarcador “Albumina Modificada por la Isquemia (IMA, por sus siglas en inglés Ischemia
Modified Albumin)” fue aceptado por la Food and Drug Administration (FDA, USA), para el
diagndstico de isquemia cardiaca en adultos (FDA Consum, 2003). IMA, es un biomarcador de
medida directa de estrés oxidativo, que fue descrito por primera vez al evaluar la perdida de unidn
de cationes en la secuencia amino terminal de la proteina, debido al radical hidroxilo (OH -) (Marx
& Chevion, 1986). Teniendo en cuenta el dafio oxidativo provocado por el aumento irregular de las
especies reactivas de oxigeno (ROS), y la relaciéon que se ha determinado en la modificacidn
estructural y de funcién de la albumina sérica humana(ASH) , IMA se ha propuesto para deteccion
temprana de la isquemia miocardica sin infarto (Bar—Or, Lau, & Winkler, 2000) (Lunardelli &
Oliveira, 2015). IMA es de aplicacion clinica de rutina, en los paises desarrollados, en la sospecha
de infarto de miocardio. Pero mds recientemente se estd analizando su valor predictivo y de
seguimiento en condiciones hipdxicas potencialmente mortales (Ashok Kumar & Subramanian,
2016). Se ha evidenciado que IMA aumenta en la isquemia de higado, cerebro, rifidn e intestino.
Por lo tanto, puede tener un valor predictivo en la deteccidn y la prevencion de estos trastornos
hipéxicos (Chawla & et.al, 2016)(Beyazit et al., 2016).

El estrés oxidativo se presenta cuando hay un aumento en la concentracién de moléculas
oxidantes, sean enddgenas (provenientes del metabolismo) o exdgenas (tabaco, radiaciones
ionizantes, contaminacion, estilos de vida poco saludables) (Gligorovski, Strekowski, Barbati, &
Vione, 2015)(Lushchak, 2014). Es una condicidn que lleva a la pérdida del equilibrio entre las

sustancias pro oxidantes (radicales libres) y los procesos antioxidantes del cuerpo, ademas de ser
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la base de mas de 200 patologias humanas (Hybertson, Gao, Bose, & McCord, 2011). Los radicales
libres (RL) presentes en el organismo de forma enddgena provienen del proceso de respiracion
celular que se lleva a cabo en la mitocondria (Buettner, 2015). Las especies reactivas de oxigeno
(ROS) y nitrogeno (RNS) son producidas fisiologicamente en multiples reacciones organicas de
oxido-reduccién (Lushchak, 2014). La produccidon controlada de RL interviene en procesos de
sefializacion vy diferenciacién celular que regulan la proliferacion, el metabolismo, el
comportamiento celular y hasta la muerte celular programada (Weidinger & Kozlov, 2015) (Sena &
Chandel, 2012). Sin embargo, la alteracién de la dindmica redox del organismo conlleva a
reacciones inespecificas, que determinan el dafo oxidativo a nivel de todas las biomoléculas (el
DNA, proteinas, carbohidratos y lipidos) (Salinas et al, 2014), (Margaritelis et al., 2015)(Sena &
Chandel, 2012).

Para el desarrollo de este trabajo se revisaron los antecedentes de IMA. Se pudo establecer a IMA
como biomarcador en pacientes con patologias cuya caracteristica era el estado de estrés
oxidativo (Cancer, enfermedad hepatica, aborto repentino, hipoxia en recién nacidos, falla renal,
DM2, obesidad, entre otras) (Dursun, Okumus, & Zenciroglu, 2012) (Ellidag, Eren, et al., 2013)
(Ashok Kumar & Subramanian, 2016) (Buettner, 2015).

A la fecha no se encuentran reportes sobre el biomarcador en Colombia. En la Universidad
Nacional de Colombia, se ha iniciado la valoracidon de IMA, con el proyecto “Biomarcadores de
estrés oxidativo y control glicémico en pacientes con diabetes mellitus tipo 2”, bajo la financiacidon
de la “Convocatoria del Programa Nacional de Proyectos para el fortalecimiento de la
investigacion, la creacién y la innovacion en posgrados de la Universidad Nacional de Colombia
2013-2015”. El desarrollo de este proyecto corresponde al primer reporte de analisis del
biomarcador IMA en una poblacién colombiana. Todos los pacientes del estudio hicieron parte del
"Programa para la prevenciéon de las complicaciones de la diabetes mellitus y de las dislipidemias"
de la Divisién de Lipidos y Diabetes de la Facultad de Medicina. Los resultados indican que el
biomarcador IMA es altamente sensible a alteraciones metabdlicas (hipercolesterolemia, mal
control glicémico, sobrepeso y obesidad) (Calderén MN, Aranzalez LH, Cardenas FN, Gdmez-Banoy

N, Cuevas Higuita VA, 2016).
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2  OBIJETIVOS

2.1 General

Analizar la importancia de la albumina modificada por la isquemia (IMA), como un biomarcador de

estrés oxidativo en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 (DM2).

2.2  Especificos

2.2.1 Efectuar una busqueda sistematica sobre el estado del arte del biomarcador IMA.

2.2.2 Realizar un andlisis de los valores obtenidos, entre los niveles de IMA en pacientes con

DM2, y algunos examenes paraclinicos (glicemia, perfil lipidico, e indice de masa corporal).
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3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La importancia en la deteccién temprana de las diferentes patologias, el seguimiento en su
evolucidn y posibles complicaciones, requiere de la disposicion de biomarcadores diagnostico,
pronostico, comprobados y asequibles a los sistemas de salud (D. Chan & Leong, 2010) (Morrow,

De Lemos, Sabatine, & Antman, 2003).

Dado que el estrés oxidativo es responsable de diversas patologias, disponer de biomarcadores
que permitan evidenciar los efectos del incremento desregulado de los RL y sus efectos en el
organismo sera util en el seguimiento de éstas (Lopresti, Maker, Hood, & Drummond, 2014). El
estudio molecular de los RL es complejo, debido a su alta reactividad. Otra caracteristica es la baja
concentracién en el estado estacionario, las multiples reacciones en las que participan y su
dependencia del estado fisiolégico del organismo. En consecuencia no se cuenta con las
herramientas técnicas para una evaluacion fiable de sus niveles absolutos y relativos (Lushchak,

2014).

Una de las patologias asociadas al estrés oxidativo que requiere urgentemente de un biomarcador
es la DM2 (Altamirano, 2011), especialmente en el prondstico y seguimiento de sus
complicaciones. Se ha evidenciado un aumento de esta enfermedad en la uUltima década vy la
tendencia es a seguir en crecimiento (Inzucchi et al., 2015). Segun la American Diabetes
Association, para el afio 2016 la prevalencia de la obesidad en nifios y adolecentes tiene una
funcién decisiva en el aumento de la DM2 (Frenk Baron & Marquez, 2010) (Garcia de Blanco,
Merino, Maulino, & Coromoto Méndex, 2012) (Crume et al., 2016). Esta patologia se ha asociado
con menor longevidad tanto de hombres como mujeres (8 afios menos en comparacidon con sus
homalogos sin la patologia). De igual forma, se espera un incremento en las complicaciones de la
DM2, entre ellas la enfermedad coronaria, nefropatia, retinopatia y ataques al corazén (Diabetes

Federation International, 2016) (Mozaffarian & Benjamin, 2016).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, los estudios de IMA lo caracterizan como un biomarcador
sensible en los eventos iniciales de las patologias, ademas de permitir monitorear la evoluciéon

hacia posibles complicaciones (Gaze, 2013) (Ellidag, Bulbuller, et al., 2013).
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4 MARCO TEORICO

4.1 Radicales libres

Los radicales libres (RL), son todas aquellas especies quimicas cargadas o no, que en su estructura
atémica presentan un electrén desapareado o impar en el orbital externo (Singh, Devi, & Gollen,
2015). La configuracion espacial de los RL es de gran inestabilidad y alta reactividad (Halliwell &
Gutteridge, 2015), siendo los mas caracteristicos el superdxido (0, *), el radical hidroxilo (OH -), el
oxido nitrico (NO -) y el peroxinitrito ONOO -) (Nimse & Pal, 2015); el perdxido de hidrégeno
(H,0,) es una molécula que no clasifica como radical libre, sin embargo ciertas reacciones pueden
dar paso a la formaciéon del radical hidroxilo (Lushchak, 2014). Cuando se presenta la
desregulacion de las especies reactivas de oxigeno, debido a su extremada inestabilidad y a
presentar un tiempo de vida media muy corto (por ejemplo O,: 2,7 x 10°M ™ xs'constante de
velocidad segundo orden) pueden determinar el dafio oxidativo en biomoléculas (Lushchak, 2014)
(Mittal, Siddiqui, Tran, Reddy, & Malik, 2014).

La produccién de radicales libres en el organismo, es un proceso fisioldgico, que es controlado por
defensas antioxidantes enzimaticas, como las enzimas superdxido dismutasa, catalasas y las
peroxidasas. Moléculas de caracter exdgeno como la vitamina E y la vitamina C también regulan la
presencia de radicales libres (Oxilia, 2014) (Rodriguez, Alonso, & Boyero, 2003). El estrés
fisiolédgico regula mecanismos de respuesta inmune, sefalizacion celular, muerte celular
programada, entre otras (Bruno, 2015) (Slater, 1984). Ese balance puede verse alterado por
aumento en los RL exégenos provenientes de la contaminacién, entre ellos, radiaciones ionizantes,
el tabaco, y en general estilos de vida no saludables (Nimse & Pal, 2015). Las especies reactivas del
oxigeno (ROS), son RL que se producen debido a una reduccion parcial del oxigeno molecular (0,),

el cual adquiere electrones que son donados de forma equivoca por reacciones de oxido-

reduccion, logrando solo una reduccién parcial (01_,0%_) (Becker, 2004) (Bruno, 2015) (Ray,
Huang, & Tsuji, 2012) (Halliwell & Gutteridge, 2015). Estas especies, al encontrarse sobre
expresadas en el organismo, generan un estado de estrés oxidativo, provocando dafio celular
directo (Singh et al., 2015). Se ha determinado que el estrés oxidativo tiene una estrecha relacion
con el incremento en la morbimortalidad de patologias como aterosclerosis, cdncer,
enfermedades del sistema nervioso central, enfermedades autoinmunes, dafo por isquemia-

reperfusion y dano renal (Becker, 2004).

14



En el proceso de la respiracidon celular, la reduccién del oxigeno es un paso indispensable, en la
cadena de transporte de electrones, por ejemplo, el oxigeno acepta 2 electrones en la produccion
de agua (Martinez, 2005)(Zorov, Juhaszova, & Sollott, 2014). Es en este proceso, en donde existe la
mayor probabilidad de generar ROS, ya que se cuenta con la energia y el potencial redox
necesario para la reduccién parcial del oxigeno (Martinez, 2005) (Zorov et al., 2014)(Quinlan,

Perevoshchikova, Hey-Mogensen, Orr, & Brand, 2013).

Oxigeno singlete

1-0:6-1 0:0: |1
1 1
£g0; AgO;
Energia
e - ) e e

» O2 » H,0p, ———— OH —— H,0

1:0:61 -0:0: H:0:0:H ‘OH H: O:H

Oxigeno Anién Perdxido de Radical Agua
superéxido hidrégeno hidroxilo

Figura 1 Reduccion del oxigeno molecular mediante la adicion sucesiva de electrones. Imagen tomada de (Martinez,
2005)

El O, molecular es un biradical, que presenta 2 electrones (2e™) sin aparear (Figura 1). Sin
embargo, estos 2e~ tienen el mismo spin, lo que impide que el O, reaccione directamente con

otros compuestos (Martinez, 2005) (Lushchak, 2014) (Mittal et al., 2014).

Durante los ultimos afios, se ha incrementado el interés bioldgico en los RL, como el anién radical
superoxido (0, -7), radical hidroxilo (OH -), éxido nitrico (NO -), radical diéxido de nitrégeno
(NO, +), por la accion lesiva que tienen sobre diferentes biomoléculas (Lombide, 2014) (Nimse &
Pal, 2015). Se ha determinado que estas especies tienen tiempos de vida media de la orden de

milisegundos, ademas de presentar alta reactividad inespecifica (Sies, Helmut, 2013).

Uno de los radicales mas nocivos en los sistemas bioldgicos es el radical OH -, tiene la capacidad
de reaccionar con las biomoléculas entre ellas proteinas y acidos nucléicos con constantes de
velocidad de 10°M~15~1, Dichas especies son producidas esencialmente en la reaccidon de Fentony
Haber Weiss (Figura 2), en donde, a partir de O, -"y H,0, , en la presencia de trazas de metales

como el hierro, se produce el OH - (Bayr, 2005) (Sies, Helmut, 2013).

15



f Reaccién de Fenton \

Fe?* + H, 0, > Fe3* +-0H + OH™

Reaccion de Haber-Weiss

H+
K 02_+H202_)02+H20+'0H/

Figura 2. Reacciones de Fenton y Haber —Weiss; produccion de radical (OH ) en presencia de trazas de metales (Fe)
Adaptado de Kanti, Wati, & Fatima-Shad, 2014.

Otro proceso de dafio oxidativo celular, se da por la interaccién del OH - con los acidos grasos
poliinsaturados, formandose un radical lipidico (Kanti, Wati, & Fatima-Shad, 2014). EIl OH - puede
atacar un atomo de hidrégeno metilénico de un &cido graso y formar un radical lipidico (L ),
como resultado queda un e sin aparear en el 4&tomo del carbono metilénico (Sies, Helmut, 2013).
Este radical sufre un reordenamiento molecular que produce un dieno que reacciona con el
oxigeno molecular para dar lugar a un radical hidroperoxillipidico (LOO ) (Kanti et al., 2014).
Dicho radical extrae un atomo de hidrégeno del carbono del grupo metilénico del acido graso
poliinsaturado vecinal, y forma otro L-vy el hidroperdxido lipidico (LOOH) (Halliwell &
Gutteridge, 2015). ElI L - se combina con otra molécula de oxigeno provocando un reaccién en
cadena, proceso conocido como peroxidacion lipidica (POL), este proceso afecta la fluidez de la

membrana plasmatica (Guéraud et al., 2010) (Halliwell, 2012).

Ademas de la produccion de RL a nivel celular, también son de interés bioldgico las especies que
no son propiamente radicales libres como es el caso del H,0, (Bruno, 2015), que puede ser
producido por accién enzimatica de la superoxidodismutasa sobre el O, -, ademds de otras
enzimas oxidasas en el metabolismo celular (Figura3). Se ha determinado que a bajas
concentraciones dicha especie es poco reactiva (Oxilia, 2014), sin embargo en altas
concentraciones, esta en capacidad de oxidar proteinas, y causar el rompimiento de hebras de

DNA, pero el efecto mas nocivo es la produccién de OH - (Bayr, 2005)(Sies, Helmut, 2013).

La albumina sérica humana (ASH) al encontrarse en altas concentraciones es una de las
biomoléculas blanco del ataque del OH - cuya velocidad de reaccién es representada por la
constante de reaccion de 101°M~1S~1, se convierte en una de las biomoléculas blanco de dicha

especie (Oxilia, 2014) (Lunardelli & Oliveira, 2015).
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Figura 3. Metabolismo del oxigeno durante la isquemia. Imagen tomada de Becker, 2004.

4.2 Albumina sérica humana como biomolécula blanco de las ROS.

El dafio sufrido por las macromoléculas dado el proceso oxidativo, puede dar lugar a un cambio
conformacional de éstas y por lo tanto una pérdida o modificaciéon de la funcién bioldgica. En
presencia de oxigeno, los radicales libres provocan una fragmentacién de la cadena peptidica en
las proteinas (Hohn & Konig, 2013) (Lee et al., 2014). El dafio que sufre el DNA a causa de un
ataque oxidativo puede llevar a la modificacién de bases nitrogenadas, y al presentarse la
replicacion de ese fragmento antes de su reparacién (Nathan & Cunningham-Bussel, 2013), o
cuando se da una reparacion incorrecta del mismo, se presentara un proceso de mutacion
asociado con la manifestacion de muchas patogenias (Kanti et al., 2014). Por otra parte cuando un
RL ataca una desoxirribosa del DNA, generalmente se produce la ruptura de la hebra. El DNA
mitocondrial es mas propenso a sufrir dafio oxidativo que el DNA nuclear, gracias a su cercania a la

cadena de transporte mitocondrial (Lombide, 2014).

4.2.1 Caracterizacion de la albumina sérica humana

La albumina sérica humana (ASH) es una proteina plasmatica de 585 aminodcidos (Figura 4A), con
un peso molecular de 66 kDa, constituye el 60% de las proteinas totales y es sintetizada en el
higado. La ASH es una proteina monomérica globular, compuesta en un 67% por estructuras alfa
hélice. Presenta tres dominios homologos |, Il y Il (Figura 4 B) (He & Carter, 1992). Esta proteina
tiene la capacidad Unica de unirse a una amplia diversidad de moléculas, entre ellas, acidos grasos,

metales de transicién (Cu, Zn, Ni, Mn, Cd, Co, Pt entre otros), bilirrubina y farmacos como
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Warfarina, Diazepam e lbuprofeno (Rosenoer & Oratz, 2014)(Lee et al., 2014) (Sugio, Kashima,
Mochizuki, Noda, & Kobayashi, 1999).
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Figura 4 Modelo secuencia aminodcidos de la albumina sérica humana. Imagen tomada de Lombide, R. 2014
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Se ha determinado, que en condiciones normales, la albumina fija con alta afinidad cobre (Cu®*) en
su regidén amino terminal (N terminal), especificamente en la secuencia Aspartico-Alanina-
Histidina-Lisina (Asp-Ala-His-Lys) (Figura 5A y 5B) (Dodsworth, & Woodrow, 1995). La modificacion
estructural de la albumina, disminuye la capacidad de fijacidn y transporte de dichos metales (Lee
et al., 2014), ya que incluso se ha detectado escisidon de los aminoacidos Asp-Ala en la region N-
terminal de la ASH (Bar-Or, Curtis, Rao, Bampos, & Lau, 2001) (Lee et al., 2014). La determinacion
de fijacidn de metales por la albumina, permite realizar un seguimiento del estrés oxidativo y de

las diversas manifestaciones patoldgicas a consecuencia de este (Bar—Or et al., 2000).

A B
Ala2
o]
A .
4 : \/
O:<—«H2N -- M ,__N/\J:O
@ !
Asp1 N }\ protein
M
e
H
His3

Figura 5. Modelo estructura tridimensional de la albumina sérica humana, unién de la parte amino terminal de la
albumina a metales de transicion. Imagen tomada de Lombide, R. 2014.

4.2.2 Reactividad region amino terminal de la albumina sérica humana

Los aminoacidos, tanto en su estructura monomeérica, como las cadenas laterales de éstos en las
proteinas son susceptibles a la oxidacién por radicales OH - (Bar-Or, Bar-Or, Rael, & Brody, 2015).
Este proceso oxidativo puede ser reversible o irreversible (Tabla 1), la oxidacidn irreversible de
proteinas se da por medio de cuatro mecanismos: la carbonilacién, la ruptura de enlaces
peptidicos, la nitracion y la formacion de enlaces proteina-proteina (E R Stadtman, 1990) (Dean,
Fu, Stocker, & Davies, 1997). Dichas modificaciones, estan normalmente asociadas con la pérdida
permanente de la funcién y pueden producir eliminacidn o acumulacién de las proteinas dafiadas.
Las modificaciones reversibles normalmente se dan en cisteinas y pueden activar una funcién
proteica o proteger al residuo de la oxidacién (E R Stadtman, 1990) (Earl R Stadtman & Levine,

2000).
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Tabla 1. Modificaciones reversibles e irreversibles de proteinas por oxidacion. Adaptado de Berlett & Stadtman, 1997

I

Carbonilacién Irreversible
Nitracion Irreversible
Formacién de enlaces proteina- Irreversible Degradacion o agregacion de
proteina proteinas
Ruptura de enlaces peptidicos Irreversible
Glutationilacidn Reversible Proteccidn de cisteinas o
S-nitrosilacién Reversible regulacidn de funcién proteica

En el proceso de oxidacién irreversible de los aminoacidos se da la formacidon de diversos
subproductos (Tabla 2). En el caso de la secuencia Asp-Ala-His-Lys, la regién imidazol de la

Histidina es blanco de las ROS, ésta es modificada a 2-oxohistidina, asparagina y dcido aspartico

(Figura 6).
O
: I
~ bH’C\
=
H
},'NH
O

Figura 6. Estructura de 2-oxohistidina. Imagen tomada de Bridgewater & et al, 2007.

Se ha reportado que la Histidina en presencia de radicales OH -, dona hidrégenos «, del grupo
imidazol. Esto conlleva a la ruptura del enlace peptidico, y la liberacidn de un dipeptido ciclico en
una reaccion de oxido-reduccién. En la figura 7 se muestra el modelo de la ruptura del enlace
peptidico entre Ala e His. Esta reaccidn es catalizada por la pérdida de protones del grupo
a —amino del Asp y la posible donacion de protones al carbonilo del grupo imidazol de la His. El
caracter electrofilico del carbonilo puede posiblemente ser mejorado por la donacidn de protones

del imidazol de la His (B. Chan et al., 1995)
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His 2 + NH~ ~ ~

CH,
Ala N o NH 0
m H\/ko HN
1 Asp L
W0

Figura 7. Modelo de reaccion Histidina, Alanina y Asparagina N-terminal. Donacién de hidrégenos alfa de la Histidina y
posterior rompimiento entre Ala e His. Imagen tomada B Chan et al, 1995.

Tabla 2. Aminodcidos mds susceptibles a oxidacién. Productos de oxidacion de algunos aminodcidos. Adaptado de
Berlett & Stadtman, 1997

Cisteina Disulfuros, acidos cistieicos.
Metionina Sulféxido de metionina
Triptéfano 2, 4,5, 6,y 7-hidroxitriptofano, nitrotriptéfano, quinurenina, 3-

hidroxiquinurenina, formilquinurinina

Fenilalanina 2,3-dihidroxifenilalanina, 2, 3, y4 hidroxfenilalanina

Tirosina 3,4-Dihidroxifenilalanina, enlaces cruzados tirosina-tirosina, Tyr-O-Tyr,
nitrotirosina.

Histidina 2-Oxohistidina, asparagina, acido Aspartico
Arginina semialdehido glutamico

Lisina aaminoadipico semialdehido

Prolina 2-pirrolidona, 4 y 5-hidroxiprolina, dcido piroglutamilo, semialdehido glutamico
Treonina acido 2-Amino-3-cetobutirico
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El proceso de ruptura del enlace péptido, ocasionado por la oxidacidn irreversible de aminodcidos,
especificamente de la regiéon N terminal, puede presentarse por dos vias: la via diamida, o vias
a —amidacion. Tras la ruptura por la via diamida (Figura 8a), el fragmento del péptido derivado de
la region N-terminal de la proteina, posee una estructura diamida en el extremo C-terminal final
(R1 y R2), mientras que el péptido derivado de la parte C-terminal de la proteina posee una

estructura de isocianato en el extremo N-terminal (R3) (Earl R Stadtman & Levine, 2000).

HO ? HO
[ 1 [T
NH, —C-C-NH-C + 0=C=N-C-C—
Ry R, Ry
i a
HO 00 HO
[ 10 [
NH, =C-C-NH-C-C-NH-C-C—
R-| Rz R3 b
Q0 HO
[ [ ]] P
NH; ~G-C-NH; + R,-C-C-NH-C-C-
R_' R3

Figura 8. Ruptura del enlace peptidico por vias (a) diamida y (b) a-amidacio. Imagen tomada de Stadtman, E. 1990

Por el contrario, tras la ruptura por la via @ —amidacién (Figura 8b), el fragmento de péptido
obtenido a partir de la regién N-terminal de la proteina, posee un grupo amida en el extremo C-
terminal, mientras que el residuo de aminodcido N-terminal del fragmento derivado de la porcion

C-terminal de la proteina existe como un derivado de N-acetoacil (E R Stadtman, 1990).

Para determinar el sitio especifico de unién de metales de transicién a la ASH, se plantea una
metodologia, en la que se simulan cambios en el N-terminal de la proteina que pueden explicar las
modificaciones estructurales que inducen los ROS en el sitio de unién a cobalto (Bar-Or et al.,
2001). En este proceso se sintetizaron péptidos con los aminoacidos 2 al 12 de la secuencia amino
terminal de la ASH. Se demostrd que los tres primeros aminodacidos, Asp-Ala-His, son esenciales
para la fuerte unién del cobalto. La modificacion del péptido N-terminal de ASH por medio de N-
acetilacion o la delecion de uno o mas aminodcidos resulta en ion metalico no enlazado o libre en

solucion.(F. Yang, Zhang, & Liang, 2014).
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4.3 Efectos metabdlicos en la isquemia

La isquemia se caracteriza por la obstruccién en el suministro de sangre a un area local debido al
bloqueo de los vasos sanguineos que conducen a esta zona.

En alteraciones como la isquemia miocardiaca aguda, infarto de miocardio y procesos de angina
inestable, se cuenta con biomarcadores como la troponina T cardiaca (cTnT), y también la proteina
C reactiva (PCR). Los niveles de estos biomarcadores son detectados en los eventos tardios cuando
ya se ha generado el irreversible proceso de necrosis celular. Ante este panorama, IMA se ha
incorporado al panel diagnostico dado que es detectada mucho antes del dafio tisular dada la
cinética del aumento de la ROS (Yerlikaya et al., 2014)(Dash, et al, 2014)(Seshadri Reddy, Sethi, &
Gupta, 2016).

Después de un episodio isquémico, el tejido miocardiaco puede recuperarse si se restaura el flujo
sanguineo en un intervalo de 15 a 20 minutos y, si no es detectado ninguna lesion estructural, es
posible pensar que las células son capaces de mantener su integridad hasta dicho limite (Méndez,
Rafaela, & Gonzalez, 2010). Transcurrido este tiempo y con el consumo de todo el glucégeno
celular, aparecen alteraciones estructurales, como el estiramiento excesivo de las miofibrillas

(Sanchez, 2006).

También es evidente la presencia de lesiones en la membrana celular. Si se produce una reduccion
significativa de los compuestos de alta energia, necesarios para mantener el equilibrio idnico de la
membrana, las células acumulan sodio y pierden potasio (Méndez et al., 2010) (Nilsson et al.,
2003). Como consecuencia, se produce una entrada excesiva de iones cloruro que se acompafia de
edema celular, llegando finalmente a la lisis y muerte de la célula (Kurian, Rajagopal, Vedantham,

& Rajesh, 2016)(Piper, Meuter, & Schafer, 2003).
4.4 Produccion de radicales libres frente al Incremento de metales a nivel celular

En condiciones fisioldgicas, el hierro no esta disponible para la sintesis de radical OH - mediante la
reaccidon de Haber-Weiss, sino que en su mayoria estd unido a la ferritina (Kanti et al., 2014). En
condiciones de isquemia, con la muerte celular, se libera hierro que si contribuye a la produccidn
de radical OH - (Kalogeris, Bao, & Korthuis, 2014). Ademas, la produccién de radical O, -: aumenta
la disponibilidad de hierro al actuar sobre la ferritina (Manzur, 2012). De igual forma al verse
incrementada la modificacién de la albumina por la accién de radicales libres, y consecuentemente

al incrementarse la presencia de Cu®'libre, se dard paso a la sobreproduccién de radicales OH -. El
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anién 0, - reduce adicionalmente Fe (lll) o los iones Cu (ll) (u otros iones metélicos) de acuerdo

con la reaccion (1) (Bandyopadhyay, Das, & Banerjee, 1999):

Fe (1IN /Cu(I) + 0,- » Fe(Il)/Cu(l) + 0, (1)

Los iones metalicos en estados de oxidacién reducidos son capaces de entrar en la descomposicién

catalitica de H, 0, (2) (Valko, Jomova, Rhodes, Kuc¢a, & Musilek, 2016):
Fe(Il)/Cu(l) + H,0, — Fe(Ill)/Cu(ll) + HO- + OH™ (2)
Los iones Cu () son catalizadores efectivos para la reacciéon de Fenton. En conjunto Cu (1) y Cu (I)
son especies efectivas para descomponer hidroperdxidos orgdnicos para formar peroxil y radicales
alcoxilo segun las reacciones (3)(4) Y (5) (Birben et al., 2012) (Valko et al., 2016).
Cu(l) + H,0, — [Cu(l) —H,0;] » Cu(ll) + HO- + OH™ (3)
Cu(l) + ROOH —» RO +OH- + Cu(Il) (4)

Cu(ll) + ROOH - RO-, + HT + Cu(l) (5)

Dicho mecanismo se puede establecer en la figura 9, en donde se evidencia la modificacién de la

albumina gracias a la contribucién de los iones metdlicos en la produccién de HO - :

‘ o e+ @
perfusion

e

Plasma (3)
proteins. =

_Atherosclerotic plaque

Figura 9. Mecanismo de la produccién de albimina modificada por isquemia, contribucion de metales para la produccion
de radical hidroxilo. En presencia de dcido ascérbico, el Cu**se convierte en Cu *a su vez, reacciona con 0, para formar
0,'. La Super Oxido dismutasa llevard a cabo la produccién de H, 04, que en presencia de Cu*to Fe™, experimenta la
reaccion de Fenton Formando OH'. Imagen tomada de Gaze 2013.
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4.5 Dafo oxidativo a otras biomoléculas

4.5.1 Daio oxidativo a lipidos

Los acidos grasos poli-insaturados son las biomoléculas mas susceptibles a ser dafiadas por los
radicales libres (Guéraud et al., 2010). El ataque oxidativo de los radicales libres a los lipidos se
conoce como peroxidacién lipidica. Los radicales iniciadores de esta reaccion son el radical
hidroxilo, el perdxido, el alcéxido y el alquilico (Nimse & Pal, 2015). Los productos finales de este
proceso de peroxidacidn lipidica son aldehidos, gases hidrocarbonatos y varios residuos quimicos.
El malondialdehido (MDA) es uno de los productos finales de este proceso de oxidacion

(Maldonado & Jiménez Nahum, 2010).
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Figura 10. Dario oxidativo a lipidos, ataque de un radical libre a un dcido graso poliinsaturado.

Estos subproductos pueden alterar la actividad de fosfolipasas e inducir la liberacién de acido
araquiddnico, con la consiguiente formacién de prostaglandinas y endoperdxidos. La reaccién que
se produce es una reaccidn en cadena, en la que el estimulo detonante inicial se amplifica,
formandose multitud de especies reactivas activadas. De esta manera, se produce la oxidacion de

una gran cantidad de moléculas (Dean et al., 1997) (Bruno, 2015).
4.5.2 Daio oxidativo al ADN

El ADN también es susceptible de dafio oxidativo en todos sus componentes. Son sobre todo los
radicales OH -y O, -~ los responsables principales de las alteraciones oxidativas en las bases del
DNA (Bandyopadhyay et al., 1999). Las alteraciones que con mds frecuencia se observan en el DNA

en condiciones de estrés oxidativo son un incremento en sus niveles de fragmentacién vy

25



modificaciones oxidativas en las bases puricas y pirimidinicas (Hemnani & Parihar, 1998). El
oxigeno también se puede adicionar al azucar y generar un radical peroxil. Se producen
alteraciones en la duplicacién y la transcripcién que explican la asociacidn entre la generacién de

ROS con la carcinogénesis y el envejecimiento (Gottlieb et al., 2016).

Radical libre Membrana celular
Datio en la membrana l
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—_—
Mitocondrias Z> =Y
Invasién de calcio y 75 Reticulo /
radicales libres a través {4 < endoplismico
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S - porradicales \ DNA
libres ¥

\

Figura 11. El dafio celular es provocado principalmente por la peroxidacion de lipidos de la membrana, permitiendo el
paso de radicales libres y calcio, el cual provoca dafio mitocondrial, liberando al medio intracelular mds radicales libres,
los cuales provocan una reaccion en cadena, oxidando a su paso, carbohidratos, lipidos de membrana (mitocondrial,
nucleary de reticulo) incluso el propio DNA. Imagen tomada de Maldonado & Jiménez 2010.

4.6 Troponinay proteina C reactiva

La troponina es un complejo proteinico regulador de la funcidn contractil del musculo estriado.
Consta de 3 polipéptidos distintos: Troponina C, que fija el calcio; Troponina T, que liga el
complejo troponina a la tropomiosina; y Troponina |, que es la subunidad inhibidora del complejo
troponina-tropomiosina (Corona, Arellano, Lépez, & Dominguez, 2015). Este complejo sirve para
regular la interacciéon calcio-dependiente de actina y miosina, por eso juega un papel integral en la
contraccion muscular (Méndez et al., 2010). Cada una de las tres subunidades, que conforman la
troponina, existe en 3 isoformas diferentes que son especificas del tipo de fibra muscular del que
proceden (esquelético lento, rapido y cardiaco) (Metskas & Rhoades, 2016).

La troponina C es el componente sensor del Ca®* y tiene dominios de alta y baja afinidad por este
catién. En el musculo en reposo, los sitios de alta afinidad son ocupados por el Ca** mientras que
los de baja afinidad estan vacios (Corona et al., 2015)(Cheng, 2016). Cuando el calcio es liberado
del reticulo sarcoplasmico, tras el estimulo nervioso provocado en la contracciéon, ocupa los sitios

de baja afinidad produciéndose un cambio de conformacidon que es transmitido a los otros
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componentes del complejo troponina y luego a la tropomiosina (Babuin & Jaffe, 2005).

La Troponina |, existe en tres formas moleculares distintas (isoformas) encontradas en fibras de
musculo rapidas, fibras de musculo lentas y corazén (cTnl), esta ultima expresada tanto en
auriculas como en ventriculos y siendo de mayor interés en el sindrome coronario agudo (SCA)
(Bardaji, 2005). La cTnl tiene 30 residuos extra en el extremo amino terminal y se libera
precozmente al torrente sanguineo después de un SCA; puede persistir en plasma durante, al

menos, 5 a 7 dias (Ngrgaard et al., 2004).

La Troponina | y la Troponina T, que permanece presente en la sangre durante 10 a 14 dias, pero
es menos precoz y cardioespecifica que la Troponina C, estan siendo muy usadas en la actualidad
como marcadores de sindrome coronario de urgencia al ser liberadas por el tejido cardiaco
(Sheehan & Zamora, 2016). Sin embargo, se ha implementado el uso de troponina de alta

sensibilidad hscTn, con lo que es posible detectar niveles bajos de cTn, permitiendo también un

T Acute Coronary Syndrome
i<2h "Real" Tnl levels
H . (Hours after onset of chest pain)

diagnostico mas temprano (Figura 12) (Mahajan & Jarolim, 2011).

¢Tn (ng/mL)
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High-sensitivity assays Assays

Figura 12. Evolucidn de los ensayos de troponina cardiaca (cTn) y sus puntos de corte diagndsticos. Imagen tomada de
Mahajan & Jarolim, 2011.

Por otro lado, la proteina C reactiva es sintetizada por los hepatocitos, es una proteina de 115 KDa
Dalton. En presencia del ién calcio, dicha proteina podria formar un complejo con el polisacarido

pneumocdcico C (Manzur, Alvear, & Alayén, 2011) (Windgassen, Funtowicz, & et al, 2011).

Una variedad de estimulos incluyendo la infeccidn, el trauma importante, la cirugia y condiciones
inflamatorias crénicas, puede dar lugar a una mayor produccién de PCR. Después de un estimulo,
las concentraciones en plasma aumentan hasta duplicarse en 5-8 horas. Como proteina reactante

de fase aguda que es, puede aumentar en 100 a 1000 veces su valor inicial en procesos
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inflamatorios e infecciosos (Ramamoorthy, Nallasamy, Reddy, Esther, & Maruthappan, 2012)
(Windgassen et al., 2011). La PCR ultrasensible que utiliza rangos de medida de concentracion muy
bajos, se estd empleando como marcador bioquimico de la inflamacién en las lesiones de las
arterias coronarias, en prevencion primaria y secundaria (Ramos, Pellanda, Gus, & Portal, 2009)

(Arregoces, Uriza, Porras, Camargo, & Morales, 2014).
4.7 Cinética de la albumina modificada por isquemia

De acuerdo con lo expuesto en la revisién cientifica, se ha podido definir la cinética de la
produccién de IMA. Hay un rapido aumento en los valores de IMA con una caida posterior a las 6
horas y regreso a la normalidad en 24 horas, cuando el evento isquémico es corregido. El
aumento en IMA se produce antes de la deteccién de la troponina cardiaca y los péptidos
natriuréticos (Figura 13) (Mehta et al., 2015).

All Ischemia | Some lschemia, some Necrosis All Necrosis
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Figura 13. Cinética de la albumina modificada por isquemia (IMA, linea punteada) y otros marcadores cardiacos,
troponina cardiaca (CTn, linea continua) y péptido natriurético (NT pro BNP, linea discontinua) [panel inferior], en
relacion con la extension y el momento de darfio al tejido [panel superior]. Imagen tomada de Gaze, 2013.

El poder detectar IMA en cuestidon de minutos después del evento isquémico y que permanezca
elevada durante varias horas, antes del desarrollo de la necrosis miocardiaca permitié darle
validez dentro del panel de valoracidn cardiaca (Ellidag, Bulbuller, et al., 2013). De esta forma se
ha podido concluir, que al determinar IMA se puede distinguir a los pacientes con altos indices de
estrés oxidativo de manera temprana (Yerlikaya et al., 2014). IMA es medible antes de que se
presente los danos irreversibles tisulares, ademds puede servir como una herramienta de

diagndstico util en las salas de emergencias para la evaluacién de la isquemia cardiaca, teniendo
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en cuenta que este biomarcador aumenta la sensibilidad diagndstica de las pruebas cardiacas

convencionales (Gaze, 2013).

4.8 Identificacion de albumina modificada por la isquemia

Se han desarrollado diferentes metodologias para la deteccidn y cuantificacién de IMA, como son

los colorimétricos, de inmunodeteccién y fluorométricos. (Bar-Or et al., 2001) (Cengiz et al., 2015)

4.8.1 Protocolo de identificacion de albumina modificada por la isquemia por métodos
colorimétricos.

La reduccién de la afinidad de la ASH por los metales de transiciéon entre ellos el cobalto (ll) a
causa de los cambios estructurales en la proteina, ocasionada por los ROS, ha permitido el
desarrollo de protocolos para deteccién y cuantificacién de IMA. El mas utilizado es la medida
indirecta de IMA por la cuantificacién del Co*" libre no unido a la proteina(Figura 14) (Bar-Or et al.,
2001). La prueba se basa en el principio de que una muestra que contiene IMA unird menos
cobalto y por lo tanto tendra mas iones de cobalto en solucién. El ion es medido en presencia de
Ditioeritrol a 470 nm, y se registran valores de IMA en unidades de Absorbancia (ABSU) (Ashok

Kumar & Subramanian, 2016).

En este ensayo, IMA se normaliza utilizando diferentes concentraciones de CoCl, que van desde
10,0 a 40,0 u g CoCl, /mL. Se ha determinado que una unidad IMA se es equivalente a un ug de
Co”" libre en la mezcla de reaccién por mililitro de muestra de suero (Gurumurthy et al., 2014).
Actualmente el ensayo de IMA, se lleva a cabo por kits comerciales de colorimetria entre ellos el
ensayo de fijacidon de cobalto por albumina o test ACB (de sus siglas en inglés Albumin Cobalt
Binding) aprobado en 2003 por la FDA (Lee et al., 2014). (FDA Consum, 2003) El procedimiento
inicia con la recoleccién de una muestra sanguinea, dentro de la primera hora de admisién antes
de iniciar tratamiento, las muestras se centrifugan de forma rutinaria durante 15 min a 2000 rpm y

se realiza el proceso de separacién del suero (Chawla & et.al, 2016)
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Figura 14. Esquema de union de Cobalto a la Albumina Sérica Humana. Imagen tomada de Gaze, 2013.

Dentro de las desventajas del método colorimétrico ACB, se encuentran las interferencias de
materiales enddégenos de las muestras de sangre. En los estudios acerca de la prueba se determina
que los acidos grasos libres (FFA de sus siglas en inglés free fatty acids) interfieren con los
resultados de IMA en el ensayo de ACB (Amirtharaj et al., 2008), ademas de ser una prueba
indirecta y que genera altos contenidos de desechos. En la actualidad, no existe medidas
estandarizadas en este método lo que hace dificil la comparacién entre los resultados obtenidos

en los diferentes estudios.(Jiang et al., 2015)

4.8.2 Protocolo de identificacion de albumina modificada por la isquemia, mediante
inmunodeteccion

En la metodologia por inmunodetecion mediante ELISA (de sus siglas en inglés Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay), un antigeno inmovilizado se detecta mediante un anticuerpo enlazado a
una enzima capaz de generar un producto detectable (Hokama, 2007). Para la determinacién de
IMA, se ha implementado el uso de la técnica ELISA competitivo (Figura 15). Este método utiliza un
anticuerpo monoclonal para reconocimiento de la regidn de la albumina modificada por los
radicales libres, y es de mayor sensibilidad y especificidad que el protocolo ACB (Cengiz et al.,

2015).

Incubation  Incubation Incubation Incubation Incubation Incubation

washing washing washing washing  washing

Figura 15 Imagen tomada de Aydin, 2015.
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En este método, la superficie de los pozos de la placa de ELISA, se recubren con el anticuerpo
especifico de IMA. La muestra de suero e IMA marcada con biotina (y de una concentracion
definida) se colocan simultdneamente en la placa. La competencia de estas dos moléculas para
unirse al anticuerpo especifico previamente puesto en la placa dirigira el valor de IMA en el suero.
Después de lavar las placas y afiadir avidina conjugada a peroxidasa de rabano (HRP) que
corresponde al sustrato enzimdtico, se genera la coloracion de la solucién que es medida en el
espectrofotdmetro a 450 nm. Existe una proporcién inversa entre la concentraciéon de IMA en el

suero vy la intensidad de coloracion resultante (Aydin, 2015).

El método ELISA ya se encuentra estandarizado, lo que ofrece una ventaja frente a otros métodos
mencionados, la cantidad de muestra necesaria es minima, es especifico, sensible y ademas
necesita menos volumenes de reactivos quimicos. Frente a sus desventajas se encuentran los
indices de contaminacidon por el uso de materiales pldsticos, asimismo se deben hacer altas
diluciones de la muestra (dilucidon de 1:5000 en el Kit Cloud-Clone Corp especificamente) lo que

aumenta la incertidumbre en la medida.

4.8.3 Protocolo de identificacion de albumina modificada por la isquemia mediante

espectroscopia de fluorescencia de rayos X.

El método de fluorescencia de rayos X (XRF de sus siglas en inglés X-ray fluorescence), ha sido
implementado en aéreas de la industria y el monitoreo ambiental, pero actualmente se ha
incursionado también en aéreas de reconocimiento y determinacién de biologia molecular como

acidos nucleicos y proteinas.

El XRF en la determinacién de IMA, es un proceso rapido y libre de interferencias, se cuantifica la
ASH total en suero utilizando un método de Inmunoensayo sandwich, la albumina sérica humana
intacta (ASHi de sus siglas en inglés intact Human Seric Albumin) se determina usando una
espectroscopia XRF, midiendo la intensidad de Co (Il) unido a ASHi. La concentracién de IMA se
determina automaticamente en 30 min calculando la diferencia entre ASH total e ASHi (Figura 16)

(Jiang et al., 2015).(Luo et al., 2014)
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Figura 16 Esquema del ensayo XRF propuesto. Flujo de trabajo y principio de deteccion del ensayo Q-XRF .Imagen
tomada de Luo et al 2014.

Se prepara una muestra de ASH marcada con biotina, estreptavidina. Se mezcla y se incuba con
agitacién suave. El complejo se concentra y se purifica antes de la medicién de la absorbancia y la
fluorescencia. Se realiza un ensayo (ensayo de Braford que medir la concentracién de proteinas en
solucion) para calcular la eficacia de acoplamiento determinando la cantidad de anticuerpo ASH
desacoplado La concentracion de ASH conjugada se determina mediante la resta de la cantidad de
ASH desacoplada del nimero total de ASH utilizado en el ensayo.

A pesar de ser un ensayo en donde se utiliza volimenes pequefios tanto de muestra como de
reactivos quimicos, de ser muy sensible y de no producir grandes cantidades de contaminantes,
sigue siendo un método indirecto para la determinaciéon de IMA (Jiang et al., 2015).(Luo et al,,

2014)
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5 METODOLOGIA

Este trabajo se desarrollé bajo los siguientes parametros: (i) Elaboracién de un plan de trabajo. (ii)
Revisién bibliografica general a través de la consulta de posibles fuentes de informacién primaria:
Se realizé una busqueda exhaustiva, que permite el acercamiento lo mas posible al total de la
literatura publicada sobre el tema, primordialmente las publicaciones entre 2012-2016, sin
desconocer la validez de los articulos pioneros del tema. (iii) Seleccidn y acceso a los documentos
especificos, empleando bases de datos: NCBI, SCOPUS, SCIENCE DIRECT, EMBASE, Sinab y Google
Scholar. (iv) Primera evaluacién. Anadlisis de los documentos seleccionados y clasificacién
preliminar de los documentos basandose en su contenido. (v) Segunda evaluacién. Seleccién y
extraccién de la informacién mas relevante. Finalmente se verificaron los conceptos de manera
individual. (vi) Sintesis de la informacion, generando jerarquia de titulos para el manuscrito. (vii)

Generacion del manuscrito.

5.1 Parametros de consulta y seleccion de la informacion

Durante la revisidén bibliografica, a través de las bases de datos, se cumplieron los siguientes

parametros de busqueda:

5.1.1 Bases de datos consultadas:

NCBI, SCOPUS, SCIENCE DIRECT, EMBASE, Sinab y Google Scholar.

5.1.2 Especificacion de busqueda

Se realizo la revision de los articulos publicados sobre IMA, sin utilizar filtros de fechas, con el fin
de determinar el avance del tema, a través del tiempo. Posteriormente la informacidn se sintetizo

de acuerdo los siguientes pardmetros:

Radicales libres, estrés oxidativo y DM2. La seleccion de articulos se focalizd en la produccién de
radicales libres de manera enddgena y exdgena, y su relacidn con el estrés oxidativo tisular. La
base de datos PubMed (www.ncbi.nlm.nih.gov), reporta 25796 articulos de estrés oxidativo que
cumplen con el rango de tiempo 2013-2016. Se encontraron 8619 publicaciones especificas de

estrés oxidativo y su relacién con DM2
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Caracterizacion de la albumina sérica humana y modificacion especifica de la secuencia
Aspdrtico-Histidina-Alanina-Lisina. La busqueda de los articulos sobre la albumina, se enfocaron
en la secuencia N-terminal y la reactividad de ésta frente a situaciones de oxido-reduccidon. Se
encontraron 7980 articulos. Las modificaciones de la albumina se asociaron a diferentes

patologias.

Dano oxidativo a biomoléculas: Para lipidos y ADN se encontraron 353 articulos que hacen

referencia al dafio oxidativo

Albumina modificada por la isquemia como biomarcador: Se reportaron 351 articulos dentro del

rango temporal establecido, y especificamente para la DM2 se encuentran 178 publicaciones.

Dentro de la revision bibliografica, IMA es determinada en un numero concertado de pacientes
(por encima de 70 pacientes) con rangos de edades diferentes, y quienes han presentado
complicaciones tales como nefropatia, retinopatia, o que ingresaban a sala de urgencias con
alguna de las complicaciones caracteristicas de la DM2. De igual forma se realiza la determinacion
de albumina en pacientes control (sanos) (Chawla & et.al, 2016). Ademas de IMA, se determina
proteina C reactiva (PCR), Troponina sensible (hs-cTnT), Malondialdehido (MDA), colesterol,

lipoproteina de alta densidad (HDL), triacilglicerol y creatinina sérica (Pérez Surribas et al., 2009)

Finalmente después de la consideracién de articulos con coincidencia al parametro de busqueda,
se realizé la seleccidn y sintesis de 107 articulos; de estos el 94% se encuentran en idioma Inglés y
el 6% en Espafiol.

Diabetes Mellitus Tipo 2: Se reportaron 7257 articulos relacionados a la DM2, y las diferentes
patologias relacionadas a ella, especificamente 2122 son referentes al dafo oxidativo y su relacion

con la DM2.
5.2  Analisis de impacto de las revistas cientificas

Como pardametro final se valord el impacto cientifico de las revistas consultadas segun la
indexacion fijada por Colciencias (A1,A2,B y C), para aquellas revistas extranjeras que hacen
parte de los indices bibliograficos citacionales del WoS-JCR o Scopus (SJR), y el cuartil en el que se
encuentren. Las revistas consultadas para la elaboracién del presente manuscrito se clasifican de

la siguiente manera seguln Colciencias (tabla 5):
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Tabla 3. Clasificacion de las revistas consultadas segun Colciencias.

CLASIFICACION REVISTAS

Revista de La Facultad de Medicina, Clinica Chimica Acta,
Critical Care Medicine, Biomarkers: Biochemical
Indicators of Exposure, Response, and Susceptibility to
Chemicals, Cardiovascular Research, Journal of the
American Society for Mass Spectrometry, Free Radical
Biology and Medicine, BMC Medicine, Chemical Reviews,

Al Biotecnologia Aplicada, Nature, Journal of Proteomics,
Molecular Aspects of Medicine, Diabetes Care, Journal of
Enero a Diciembre 2015 Gastroenterology  and  Hepatology,  Journal  of

Pharmaceutical and Biomedical Analysis, Circulation,
Revista Cubana de Farmacia, Journal of Molecular Biology,
Clinical Chemistry, Nature Reviews Immunology, Heart,
Cellular Signalling, Molecular Cell, Science of The Total
Environment, Archives of Toxicology, Annals of the New
York Academy of Sciences, Diabetes/Metabolism Research
and Reviews.

Journal of Clinical and Diagnostic Research, Current
Science, Redox Biology, Revista Espanola de Cardiologia
Suplementos, Internal Medicine, The Journal of Maternal-
Fetal & Neonatal Medicine, Gut and Liver, Free Radical
Enero a Diciembre 2015 Research, Indian Journal of Clinical Biochemistry, Indian
Journal of Physiology and Pharmacology, Chemico-
Biological Interactions, Biomarkers, Revista Espafiola de
Cardiologia.

A2

B

British Journal of General Practice, Protein Engineering.
Enero a Diciembre 2015 f 9 9

C
European Journal of Biochemistry, Revista de Ciencias

Enero a Diciembre 2015 Meédicas La Habana, Elsevier, Biomolecules.

Dentro de las revistas consultadas, 24 no se encuentran en la clasificacién propuesta por
Colciencias. De ellos 5 articulos son de publicacidn en revistas anteriores al afo 1998; y 6 son

documentos oficiales.

5.3 Metodologia implementada en el proyecto “Biomarcadores de estrés oxidativo y control
glicémico en pacientes con diabetes mellitus tipo 2”

La segunda etapa, incluyd el analisis de los resultados obtenidos en la valoracién de IMA como
biomarcador de estrés oxidativo en el proyecto “Biomarcadores de estrés oxidativo y control
glicémico en pacientes con diabetes mellitus tipo 2”, financiado por la Divisién de Investigacion
Sede Bogotd de la Universidad Nacional de Colombia. En el proyecto se analizé la valoracion de
IMA con la relacién de control glicémico de los pacientes, el indice de masa corporal y los andlisis
de control metabdlico. La deteccién de IMA se realizd por inmunodeteccion mediante ELISA

competitiva. Dentro del andlisis de las pruebas paraclinicas se incluyeron la hemoglobina
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glicosilada (HbA1lc), glicemia basal (mg/dl), proteina C reactiva, triglicéridos (mg/dl), colesterol
total (mg/dl), LDL (mg/dl), HDL (mg/dl), creatinina (mg/dl) y microalbuminuria (mg/l) (Calderdn et
al.,, 2016). El estudio fue realizado a 95 pacientes diabéticos tipo 2 del servicio médico de la
Universidad Nacional de Colombia (UNISALUD) y el servicio de extensidn de la Division de Lipidos y

Diabetes de la Facultad de Medicina.
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6 RESULTADOS Y ANALISIS

La revisidn bibliografica incluyd un total de 243 articulos que coincidian con uno o mas criterios de

busqueda, a medida que se requeria mayor coincidencia, se redujo el total de los articulos a 107,

que son los que contiene el manuscrito. Dentro de la clasificacidon que hace Colciencias, el 72% de

las revistas se encuentran en A1, el 18% se clasifican en A2, 3% se ubican en la clasificacion B, y el

7% en clasificacion C. Ademds de la totalidad de articulos, el 39% son especificos para el

biomarcador IMA.

6.1 Determinacion de IMA en pacientes con diferentes patologias

Para la determinacién de IMA en pacientes con diferentes patologias asociadas al incremento de

estrés oxidativo, se exponen los resultados de cuatro articulos de la totalidad de los articulos

consultados (Tabla 6).

Tabla 4.Articulos determinacion IMA diferentes patologias.

ARTiICULOS

CARACTERISTICAS

Articulo 1

Is ischemia modified albumin a disease activity
marker for inflammatory bowel diseases?

Revista: Journal of Gastroenterology and Hepatology.
Autores: Mustafa Kaplan, Mahmut Yuksel, lhsan Ates, Zeki
Mesut Yalin Kilic, Hasan Kilic, Ufuk Baris Kuzu y Ertugrul
Kayacetin.

Aio de publicacién: 2016

Articulo 2

Serum ischemia-modified albumin levels at
diagnosis and during treatment of late-onset
neonatal sepsis.

Revista: Journal Matern Fetal Neonatal Med

Autores: Humeyra Yerlikaya, Sevil Kurban, Idris Mehmetoglu,
Ali Annagur, Huseyin Altunhan, Ekrem Erbay, y Rahmi Ors.
Afio de publicacién: 2014

Articulo 3

Ischemia-modified albumin as an oxidative
stress biomarker in early

Revista: The Journal of Maternal-Fetal & Neonatal Medicine
ISSN.

Autores: Huseyin Cengiz, Hediye Dagdeviren, Ammar
pregnancy loss. Kanawati, Sema Suzen Caypinar, Ali Yesil, Murat Ekin &
Levent Yasar.
Aio de publicacién: 2015
Articulo 4

Evaluation of the role of ischemia modified
albumin
as a new biochemical marker for differentiation
between ischemic and hemorrhagic stroke.

Revista: Alexandria Journal of Medicine

Autores: Mohamed Samy Gad a, Nermeen Hosam El-Din
Zakaria b, Nany Hassan Abu Al-Makarim Elgayar.

Ao de publicacién: 2015.
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6.1.1 Isischemia modified albumin a disease activity marker for inflammatory bowel

diseases?

La poblacién de estudio de este reporte estuvo la constituyé 168 voluntarios. De ellos 68 fueron
pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal (IBD, de sus siglas en inglés Inflammatory bowel
disease); 35 pacientes con colitis ulcerosa (UC, por sus siglas en inglés ulcerative colitis) y 33
pacientes con enfermedad Crohn (CD, por sus siglas en inglés disease Crohn). Fueron incluidos 65
voluntarios sanos. La medicién de IMA se realizd con kit ELISA (Kaplan et al., 2016).

Las caracteristicas demograficas se exponen en la tabla 7, no hubo diferencia entre edad, sexo e

indice de masa corporal entre los grupos de estudio.

Tabla 5. Caracteristicas demogrdficas y hallazgos de laboratorio de las poblaciones estudiadas. Tomado de Kaplan et al.,

2016.
IBD
All patients uc CcD
Variables Control (n= 64) n (68) n (35) n(33) F* P P’ P
Gender, n (%)

Male 28(43.8) 30(44.1) 16(45.7) 14(42.4) NS NS NS NS
Age (years) 42.4+13.8 428+149 43.5+10.5 421+ 16.6 NS NS NS NS
BMI (kglmz) 27.1+£5.0 263+48 26.1+4.9 265+49 NS NS NS NS
WBC (x1 0* pl) 7040.4 £ 1400.4 79555+ 28224 8190.1 £2200.4 77005 + 1450.7 <0.001% NS <0.001* 0.032*
Hemoglobin (g/dl) 125+14 13.1+25 13.4+2.2 128+1.9 NS NS NS NS
Platelet (><TD3 ul) 250.3+ 689 290.8+938 300.8 +94.1 281.4+934 <0.001* <0.001* <0.001* 0.011*
AST (IU/L) 22.0(7.0) 19.5(8.3) 20.3(8.0) 19.0(8.0) NS NS NS NS
ALT (IU/L) 18.0(12.0) 16.0(15.5) 17.0(13.0) 15.0(13.0) NS NS NS NS
Total protein (g/L) 7104 7207 7305 71+£13 NS NS NS NS
Albumin {(g/L) 4503 40+0.3 4104 3905 <0.001* NS <0.001* <0.001*
ESR (mm/h) 11.2(10.0) 19.9(26.5) 256.4(27.0) 16.0(17.0) <0.001* 0.048* <0.001* 0.014*
CRP (mg/L} 1.6(4.0) 4.2(8.2) 4.9(14.5) 3.9(5.6) <0.001* 0.042* <0.001* 0.013*
EAl — 7(8) 7(8) — — — — —
CDAl — 150(200) — 150(200) e — . -
IMA {ng/mL) 21.8(15.8) 37.7(40.5) 42.1(49.5) 36.4(22.1) 0.006% 0.041* 0.001* 0.012*

Los resultados indican que en pacientes con IBD, UC y CD, los niveles de IMA fueron

significativamente mas altos comparado con el control,

grupo
37,7ng/mL vs 42,4 ng/mL vs 36,4 ng/mlL frente a 21,8 ng/mL, respectivamente. En la figura 17,
se muestra especificamente la comparacién entre los datos de IMA, obtenidos entre el grupo
control y los pacientes que refieren IBD, evidencidndose valores significativamente mds altos en

pacientes IBD
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Figura 17. Comparacion de los niveles de IMA entre los grupos control y con enfermedad inflamatoria intestinal. Tomado
de Kaplan et al., 2016.

Este es el primer estudio en reportar que los niveles de IMA son mayores en la enfermedad
inflamatoria de intestino respecto a un grupo control. Ademds se cataloga a IMA como un
biomarcador de prediccién, relacionado con la actividad de la enfermedad. De acuerdo con estos
resultados, es posible decir que IMA, en la enfermedad inflamatoria de intestino podria estar
relacionada con la patogénesis de la enfermedad y se correlaciona con la gravedad de la misma

(Kaplan et al., 2016).

6.1.2 Serum ischemia-modified albumin levels at diagnosis and during treatment of late-onset
neonatal sepsis.

El estudio se realizd en pacientes prematuros entre los 7-28 dias de edad, hospitalizados con un
diagndstico de sepsis tardia en la Unidad de Cuidados Intensivos de Recién Nacidos de la Facultad
de Medicina Necmettin Erbakan University. Fueron incluidos en el estudio 33 bebés prematuros
con Sepsis y 21 controles prematuros sanos. El nivel de IMA se midi® mediante un ensayo
colorimétrico ACB, basado en la medicion de cobalto no unido después de la incubacién con el

suero del paciente (Yerlikaya et al., 2014).

Como se observa en la tabla 8, el recuento de glébulos blancos, PCR, PCT, IMA y IMA ajustado
fueron significativamente mayores en la sepsis en el grupo, antes del tratamiento (p <0,001 para
los otros parametros, P < 0,01 para IMA, y p <0,05 para IMA ajustado) en comparacién con el
grupo control. Mientras, la albumina sérica (P <0,001) y la bilirrubina total (P <0.01) fueron

significativamente mayores, menos en el grupo de sepsis antes del tratamiento en comparacién
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con el grupo control. Ademas, la PCR en suero (P <0,01) y PCT (p <0,005) fue significativamente
mayor en el grupo de sepsis después del tratamiento en comparacién con el grupo de control. En
la comparacién de todo el grupo, el recuento de los gldbulos blancos, PCR, PCT, bilirrubina total,
IMA e IMA ajustado fueron significativamente mayores en el grupo de sepsis antes del tratamiento

(Yerlikaya et al., 2014).

Tabla 6. Hallazgos de laboratorio en el grupo de sepsis antes y después del tratamiento y los grupos de contro: ICRP,
proteina C reactiva; PCT, procalcitonina; AST, aspartato aminotransferasa; ALT, alanina aminotransferasa; IMA,
albumina modificada por isquemia, Antes del tratamiento de sepsis en comparacién con el grupo control; ** p, después
del grupo de sepsis de tratamiento. Tomado de Yerlikaya et al., 2014.

Sepsis group

Before reatment After treatment Control group *n b -
White blood cell count (fmm™) 17393.0 £ 96653 107870 +£2218.4 9006.2 + 3087.8 =10.001 0.265
CRP (mg/L) BITL14.18 399+19 261+14 <1001 0.005
PCT (ng/mL) H05+31.6 Q11 £01 0.04+003 =11.001 0.027
AST (U/L) 4541152 4112147 41524135 0.450 0918
ALT (U/L) 3142£152 3208+ 147 214 +127 0.398 0292
Albumin {g/dL) 304 +03 36802 358+03 =101.001 0.195
Total bilirbin (mg/dL) 446+ 30 235+1.6 27212 0.005 0.351
Direct bilirubin (mg/dL) 0.39+02 0.26+0.1 0.36+02 0.604 0.071
IMA (ABSU) 147 £025 1.25+0.25 1234036 0.016 0.812
Adjusted IMA (ABSU) 147 £035 126 £0.25 1.23+037 0.031 0.804

Los resultados del presente estudio indican que los niveles séricos de IMA aumentan en el grupo
de sepsis en comparacién con el grupo control. Ademas, este es el primer informe que demuestra
la disminucidn de los niveles séricos de IMA después del tratamiento en el grupo de sepsis.
Ademads, se ha encontrado una correlacion positiva entre los niveles séricos de PCR e IMA en el
grupo de sepsis antes del tratamiento.

La concentracién de PCT comenzd a elevarse en los pacientes dentro de las 4 h después de la
exposicién a la endotoxina bacteriana, y alcanzé un maximo de 6-8 h, y se redujo a niveles
normales después de recibir el tratamiento. De hecho, se observa la disminucién de la PCT séricay
los niveles de IMA después del tratamiento en este estudio. Ademas, esta correlacién que se
encuentra en el grupo de sepsis antes del tratamiento no se encuentra en el grupo de control y el
grupo de sepsis después del tratamiento.

En conclusidn, los niveles séricos de IMA pueden ser utiles en la sepsis neonatal de aparicidn
tardia, tanto en el momento del diagndstico y después de la terapia. De acuerdo a la informacion
suministrada y la consultada, se sabe que este es el primer informe sobre la evaluacion del

diagndstico de la enfermedad y después de la terapia usando los niveles séricos de IMA, y se
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precisa, segln los autores necesitan mas estudios para confirmar los resultados en grupos mas

grandes de pacientes.(Yerlikaya et al., 2014).

6.1.3 Ischemia-modified albumin as an oxidative stress biomarker in early pregnancy loss.

En el estudio del articulo 3, se incluyen un total de 180 mujeres. Los pacientes se dividieron en
tres grupos. Cada grupo con 60 participantes. El grupo I incluyd mujeres embarazadas sanas
atendidas para revisién prenatal, el grupo II mujeres internadas para dilatacidon y atencion por
ausencia de actividad cardiaca fetal. Dos de estos grupos eran mujeres que estaban embarazadas
en su primer trimestre (6-14 semanas de gestacion). Por ultimo, el grupo I1I incluia mujeres sanas
no embarazadas (Cengiz et al., 2015). Las caracteristicas de los grupos estudiados, tales como
edad, semana gestacional, albumina en sangre, y los valores de IMA, segun las diferentes
situaciones, se exponen en la tabla 9. En este estudio se utiliza el método de inmunoensayo ELISA.

El indice IMA se calculd utilizando la siguiente ecuacion

((Indice IMA = concentracién de albumina sérica (g / dl x 23 + IMA (U/ml) —100)).

La correccion de las concentraciones de albumina es especialmente esencial en poblaciones en las
que se han descrito variaciones en los valores referencia de la proteina como las mujeres
embarazadas, casos extremos de desnutricidn. Durante el embarazo, se presentan cambios que
incluyen la disminucién de la concentracion de la albumina plasmatica en relacién con la
expansion del volumen plasmatico, y aumentos en el espacio del liquido extracelular y en el agua

corporal total.(Cengiz et al., 2015).(Luo et al., 2014).

Tabla 7. Caracteristicas clinicas y de laboratorio de los pacientes IMC. Indice de masa corporal; CRL, IMA, albimina
modificada por isquemia. Tomado de Cengiz et al., 2015.

Healthy pregnant Early pregnancy loss Non-pregnant

(group T) (group II) (group )

(n=60) (n=060) (n=60)
Age + 5D 28.5+3.8 283+34 28.1+4.4
Parity (range) 2 (1-8)* 2 (1-5)* 1 (0-5)*
BMI 243438 239142 249+45
Gestational week +SD 8.6+21 85+1.8 -
Albumin (g/dL) + SD 42+04 4.1 +0.3% 4.3 +0.3¢

IMA(ng/mL) (range)
Adjusted IMA(ng/mL) (range)

173.2 (94.6-451.2)1.9

159 (91-386)1.Y

206.5 (28.7-775.3)"
191 (26-713)"

118.8 (62.5-296.2)t
115 (60-286)t
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Los valores de IMA fueron notablemente mds altos en el grupo II, pacientes con dilatacidn y
ausencia de actividad cardiaca fetal, se evidencia una condicion de estrés oxidativo que da como
resultado la modificacién de la albumina en este grupo de pacientes, es relevante en los
resultados la edad de las madres gestantes, en la determinacion de albumina en sangre.

El umbral de IMA de tuvo una sensibilidad del 91%, especificidad del 79%, valor predictivo positivo
de 82% y valor predictivo negativo del 90%, en la comparacion del grupo |y el grupo Il. (Cengiz et
al., 2015).

En este articulo, se determina que durante el embarazo las concentraciones de IMA son elevadas.
Los estudios han demostrado que las concentraciones de IMA en suero materno aumentan
especificamente en el primer trimestre, esto en comparacién con los controles de mujeres no
embarazadas, y se ha planteado que el desarrollo placentario y embrionario ocurre en un
ambiente relativamente hipdxico, en el embarazo. Ademds se determina que una de las causas de
pérdida de embarazo es la infeccidn de placenta materna. Muchos de los abortos espontdneos en
el primer trimestre resultan de defectos en la placenta, generando un ambiente isquémico
elevado que puede causar un aumento de las concentraciones séricas IMA en embarazos
complicados por aborto temprano (Cengiz et al., 2015).(Toescu, Nuttall, Martin, Kendall, & Dunne,
2002).

Mediante este estudio se concluye, que el estrés oxidativo, generado gracias a un entorno
hipdxico y al desarrollo de la placenta de manera defectuosa, se puede detectar en el aumento de
las concentraciones séricas de IMA. De acuerdo a los autores, estos hallazgos podrian ayudar a
aclarar las complicaciones determinantes en la pérdida temprana del embarazo (Cengiz et al.,

2015)

6.1.4 Evaluation of the role of ischemia modified albumin as a new biochemical marker for
differentiation between ischemic and hemorrhagic stroke.

Finalmente en el articulo 4, se incluyeron 60 ancianos clasificados en tres grupos, 25 pacientes
diagnosticados de infarto cerebral, 15 pacientes diagnosticados de hemorragia cerebral y 20
ancianos sanos con edad controlada. IMA se midié utilizando el método quimico disponible y se
realizd una tomografia computarizada (TC) para el diagndstico de lesiones cerebrales (Gad,

Zakaria, & Elgayar, 2015).
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En cuanto a la interpretacion de resultados los casos con absorbancia superior a 0,400 ABSU se
consideraron positivos para IMA, mientras que los casos con absorbancia inferior a 0,400 ABSU se

consideraron negativos para IMA.

En la tabla 10 se muestra que IMA oscilé entre 0,10 y 0,30 con la media de 0,18724+ 0,049 y
0,508340,111 para el control y los pacientes respectivamente. Los Grupos de pacientes tienen
valores estadisticamente mas altos que el grupo control (P =0,000, valor de la probabilidad de
obtener un resultado al menos tan extremo, como el que se ha calculado). El indice IMA oscild
entre 87,52-124,42 y 87,70-124,80 con la media de 104,72234+11,81 y 110,3908+10,019 para
grupos de control y de pacientes respectivamente. El grupo de pacientes presentd valores

estadisticamente mas altos que el grupo control (P =0,047) (Gad et al., 2015).

Tabla 8. indice IMA e IMA en los grupos estudiados. Tomado de Gad et al., 2015.

Data Groups Number Minimum Maximum Mean Std deviation F Sig.
IMA Control 20 .10 .30 1872 04940 150.065 .000
Patients 40 23 .80 5083 11150 150.065 .000
Total 60 .10 .80 4013 .17973 150.065 .000
IMA index Control 20 87.54 124.42 104.7223 11.81052 3.785 047
Patients 40 871.79 124.80 110.3908 10.01950 3.785 047
Total 60 87.54 124.80 108.5013 10.88767 3.785 047

Ademads se evalud el curso del tiempo de IMA en pacientes con accidente cerebrovascular
isquémico agudo, para validar su valor pronéstico. IMA se estimé en muestras de suero obtenidas
de cinco pacientes con esta condicidn, en el momento del ingreso, 24h, 48h, y 144h después de la
admisién y también de cinco sujetos control. Hubo un aumento en el nivel de IMA en muestras de
accidente cerebrovascular en el ingreso en todos los tiempos (figura 18).

Al comparar los niveles de IMA en muestras de esta patologia de seguimiento, con los valores de
admisién se encontré que disminuyd en las muestras de seguimiento hasta las 72h (Gad et al.,,

2015).
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Figura 18. Niveles de IMA en grupos de control y pacientes. Tomado de Gad et al., 2015.

Los hallazgos muestran que la estimacién de seguimiento del nivel de IMA en la patologia, puede
ayudar en la prediccién del estado clinico y el resultado. También se evidencia una correlacidn
significativa positiva entre IMA y la edad en este estudio. IMA oscilé entre 0,43-0,80 y 0,23-0,49
con una media de 0,4059-0,06033 para el infarto y la hemorragia, respectivamente. El grupo con
infarto tiene valores estadisticamente mads altos que el grupo de hemorragia. Se puede afirmar,
gue aunque IMA es un marcador sensible de isquemia, como se observa en el estudio, su
sensibilidad disminuye especialmente en las condiciones asociadas con la isquemia transitoria y

reversible.

IMA es un biomarcador prometedor, su uso pueden considerarse en el servicio de urgencias en
conjuncién con otras pruebas en el diagndstico de sospecha de ataque, para excluir el accidente
cerebrovascular en pacientes con baja probabilidad clinica. Finalmente, la investigacion en
pacientes de edad avanzada sugiere que el ensayo IMA es un marcador sensible en los eventos

iniciales del accidente cerebrovascular isquémico y hemorragico (Gad et al., 2015).

6.2 Determinacion de IMA en pacientes DM2

Dentro de los articulos evaluados en el proceso de revisién bibliografica, se selecciona tres
articulos en donde se determinan los valores IMA, en pacientes con complicaciones

especificamente de la DM2, los cuales se relacionan en la tabla 11.
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Tabla 9.Caracteristicas articulo 1 en pacientes DM2.

Articulos pacientes con DM2

Caracteristicas del estudio.

Articulo 1

A synergistic role of ischemia modified
albumin and high-sensitivity troponin T in the

Revista: Journal of Family Medicine and Primary
Care.

Autores: Mehta, Mihir D. Marwah, Simbita A.
Ghosh, S. Shah, Hitesh N. Trivedi, Amit P. Haridas, N.

early diagnosis of acute coronary syndrome. | Afio de publicacién: 2015.

Articulo 2

Revista: Journal of Physiobiochemical Metabolism.
Autores: Dash Prakruti, Mangaraj Manaswini, Ray
Subhasree.

Aiio de publicacion: 2014

Ischemia Modified Albumin-An Indicator of
Widespread Endothelial Damage in Diabetes
Mellitus

Articulo 3 Revista: Journal of clinical and diagnostic research:

JCDR.

Autores: Chawla Rajinder, Loomba Rinchu
Guru Deepak, Loomba Vikas.

Aiio de publicacién: 2016

Ischemia Modified Albumin (IMA) - A Marker
of Glycaemic Control and Vascular
Compilications in Type 2 Diabetes Mellitus.

6.2.1 A synergistic role of ischemia modified albumin and high-sensitivity troponin T in the

early diagnosis of acute coronary syndrome.

En el primer articulo especifico para la DM2, se relacionan dos grupos de estudio, cuya
clasificaciédn fue un grupo control con un total de 45 pacientes, un grupo 1 con un total de 45
pacientes con DM2 Ingresados a urgencias con dolor de pecho agudo y evidencia de isquemia.
(Grupo 1: Dolor toracico), y un grupo 2, con 30 pacientes que presentan dolor toracico agudo,

pero sin evidencia de afectacién cardiaca (Grupo?2: Dolor en el pecho no isquémico).

Se midid la troponina T cardiaca de alta sensibilidad (hs-cTnT) e IMA en todos los individuos. IMA
se estimo mediante el test ACB. Los valores de IMA, en los tres grupos de estudio, revelan una
diferencia importante entre los pacientes isquémicos y que presentan dolor de pecho agudo, los
pacientes no isquémicos y los controles (tabla 12). Los valores de hs-cTnT, prueba caracteristica

realizada frente al dolor de pecho agudo, reflejé valores positivos dentro de las 6-24h después de
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la admision, mientras que IMA refleja valores positivos dentro de la primera hora después de la

admision (Mehta et al., 2015).

Tabla 10. Resumen de la distribucion de los niveles séricos de IMA entre los diferentes grupos de estudio.Tomado de
Mehta et al., 2015.

IMA Control Nonischemic Ischemic chest
chest pain group pain group
Mean®SD (U/mL) 41.111853 72.93116.19 121.09141.15

En las graficas de caja y bigotes (Figura 19), se evidencia las diferencias en valores de IMA en los
grupos caso y control. Ademas de los valores de IMA en pacientes con dolor de pecho isquémico, y

pacientes sin presencia de dolor de pecho isquémico.
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Figura 19. Grdficas de caja y bigotes que muestra la comparacion de los niveles de IMA, entre el grupo de casos y el
control, e IMA entre grupo con dolor tordcico isquémico y dolor tordcico no isquémico. Tomado de Mehta et al.

Se construyeron curvas caracteristicas de operacién del receptor para probar el desempefio de
IMA y hs-cTnT, con un resultado inicialmente bajo de hs-cTnT que se volvid positivo dentro de las
6-24 h después de la admisidn. Se calcularon sensibilidades y especificidades, a partir de las curvas
ROC (Mehta et al., 2015).

Cuando se compararon los niveles séricos de IMA entre el grupo 1 (dolor toracico isquémico) vy el
grupo 2 (dolor toracico no isquémico), los niveles de IMA fueron significativamente mayores en el
grupo de dolor toracico isquémico comparado con el grupo de dolor tordcico no isquémico.
Ademas la sensibilidad fue mayor para hs-cTnT, mientras que la especificidad fue mayor en IMA.
La combinacién de IMA con hs-cTnT produjo un intervalo de confianza de 0,0884 (95%). Se puede

determinar que cuando se usan marcadores cardiacos tradicionales como las troponinas, hay un
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retraso sustancial antes de que el factor se exprese después de un dafo cardiaco, y muchos
episodios isquémicos no conducen a un aumento de los niveles de troponina. Dado que hs-cTnT
tiene mayor sensibilidad, mientras que IMA tiene mayor especificidad, IMA y hs-cTnT constituyen
una excelente combinacidon que puede utilizarse en el diagndstico precoz de ACS (Mehta et al.,
2015).

La determinacidon conjunta de hs-cTnT e IMA, pueden ser herramientas utiles para la
estratificacion del riesgo de sindrome coronario agudo, ademads brinda una mayor precisién en el

diagndstico precoz de la misma patologia.

6.2.2 Ischemia Modified Albumin-An Indicator of Widespread Endothelial Damage in Diabetes
Mellitus

En el segundo articulo citado, el estudio es realizado a 116 pacientes, presentandose 40 pacientes
con DM2 que en algin momento han referido complicaciones, 45 pacientes con DM2 que no han

presentado complicaciones y 31 pacientes control.

Se evalud el nivel plasmatico de IMA, (hs PCR) y malondialdehido (MDA) en pacientes con DM2
con y sin complicaciones. El ensayo de IMA, se llevd a cabo utilizando Ditiotreitol (DTT) por un
método colorimétrico (ACB) (Dash, Mangaraj, & Ray, 2014).

Los valores de IMA para la poblacidon de referencia de control se distribuyen normalmente. Los
valores para la poblaciéon de control de referencia son 17,81-54,03 U/mL, con una media,
41,11 U/mLy una mediana, 40,27 U/ml. De igual forma, mediante los datos recopilados, se
evidencia, un incremento en los valores de IMA en el grupo de estudio 1y 2 (Tabla 13),
obteniéndose el mayor valor para los pacientes que ingresan a urgencias por presentar
complicaciones tales como dolor de pecho agudo (grupo 2) (Dash et al., 2014a).

También se encontrd que hs PCR y MDA (formado a partir de la peroxidacién de lipidos de acidos
grasos poliinsaturados, y medido por la reaccién de éste con el acido tiobarbiturico ATB) (Ito,
Fujita, Tani, & Ohte, 2015), se incrementd considerablemente en los casos de estudio en
comparacion con los controles. En plasma IMA y MDA reveld una asociacién positiva entre si
(r=0,87,p <0,01). El andlisis de correlacion entre IMA y hsPCR también reveld una relacion
positiva significativa (r = 0,84,p < 0,01), lo que sugiere que el aumento del estrés oxidativo
junto con la inflamacidn crénica de bajo grado resulta en isquemia y dafio endotelial generalizado
con aumento de la generacién de IMA en enfermedades como Diabetes mellitus tipo 2 (Dash et

al., 2014a).
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Tabla 11. El nivel de IMA, MDA, hsCRP y HbA1c en la poblacion de estudio.Tomado de Dash et al., 2014

Group IMA U/ml MDA ng/ml hsCRP mg/L HbA1e %
Mean + SD Mean £ SD Mean £ SD Mean £ SD

CONTROLS 505173 1.77 £0.16 20x03 5.58 £ 0.68

n=31

GROUP 1 73.9+8.1* 5.08+0.86* |3.9%0.5" 8.5+0.81*

n=45

GROUP 2 99.4 +8.37* |6.5+0.9" 6.3 +0.9" 9.1+1.2"

n=40

En este articulo, el estudio registrd un alto valor de MDA en los casos de Diabetes en comparacion
con los controles, mas marcado en los pacientes del Grupo 2, apuntando hacia el aumento del
estrés oxidativo asociado con la progresion del proceso de la enfermedad y estd de acuerdo con
muchos otros estudios sobre el papel del estrés oxidativo y libre Radicales en la patogénesis.
También se documentd una correlacién positiva entre IMA y MDA (r = 0,87,p < 0,001), asi
como IMA con hs PCR (r = 0,84,p < 0,01) (Pearson's Correlation Analysis). Por lo tanto, fue
evidente que el nivel plasmatico de IMA aumentd en presencia del estrés oxidativo relacionado
con el nivel de MDA que es un marcador establecido de dafo oxidativo.

Ademas, su correlacidn positiva con hs PCR, que también se encontrd que se incrementd con el
avance de las enfermedades, lo que sugiere que un proceso inflamatorio crénico continuo en
presencia de un aumento del dafio oxidativo que es probablemente responsable del aumento del
dafio endotelial y vascular. Patologia que conduce a la hipoxia (Dash et al., 2014b).

Mediante este estudio, se determina que IMA, puede utilizarse como biomarcador auxiliar para el

diagndstico precoz de complicaciones en la DM2.

6.2.3 Ischemia Modified Albumin (IMA) - A Marker of Glycaemic Control and Vascular

Complications in Type 2 Diabetes Mellitus.

En el articulo 3, se reclutaron un total de 100 casos diagnosticados de DM2 entre mayo de 2013 y
septiembre de 2013. Se midieron y analizaron los niveles de IMA, HbAlc, perfil lipidico, creatinina
con respecto a la condicidn clinica de los pacientes. IMA se estimé utilizando el método ACB. La
mayoria de los sujetos estaban en el grupo de edad de 30 a 75 afos, con sélo dos menores de 30
afios y tres mas de 75 afios de edad. La mayoria (47,5%) de los sujetos fueron diagnosticados
recientemente (duracidon de DM <1 afio); 27,6% eran diabéticos durante 1 a 5 afios y 25% durante
mas de 5 afios. Pocos sujetos (9,8%) en el estudio mostraron un buen control glicémico, es decir, el
nivel de hemoglobina glicosilada (HbAlc) por debajo de 6,4%. Alrededor de una cuarta parte

25,6% presentaron una HbAlc moderadamente elevada, mientras que la mayoria mostré un
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control glicémico pobre 26,8% y muy pobre (37,8%) (tabla 14) (Chawla, Loomba, Guru, & Loomba,

2016).

Tabla 12. Perfil demogrdfico de los sujetos del estudio. Tomado de Chawla & et al., 2016.

Parameter Mean = SEM
Age 529 + 1.4 years
Duration of DM 40.6 5.9 months
HbAlc 8.80+0.27 %

Glycaemic Control

Proportion (%)

HbAlc <=6.4 9.8

HbAlc 6.5-7.5 25.6

HbAlc 7.5-2.0 26.8

HbA1c =8.0 37.8
Lipid Profile

Serum Chelesterol

181.3 + 5.4 mg/dl

HDL-cholesterol

45.6 + 1.1 mg/dl

LDL-cholesterol

106.0 + 3.9 mad/d|

Triglycerides

154.6 £ 11.8 mg/dl

Complication(s) of diabetes

Proportion (%)

Retinopathy + Neuropathy
MNeurcpathy

4.9
29.3

El valor de IMA varié desde el mas bajo de 28,0 hasta un maximo de 95,3 ABSU en la poblacidn

del estudio con una media + SEM de 62,04+1,5 ABSU. Los niveles de IMA no parecen estar

afectados por la edad de los pacientes, no fueron significativamente mayores en las mujeres que

en los hombres. Ademds la concentracion sérica de IMA no parece estar afectada por la duracidn

de la diabetes. Por lo tanto, parece que la formacién de IMA podria ser un fenédmeno agudo mas

que croénico (Chawla et al., 2016).

Cuando los sujetos del estudio se agruparon segun la American Diabetes Association en el buen

control glucémico (HbAlc <7,0) y el control glucémico pobre (HbAlc >7,0), IMA parecia

correlacionar con la hiperglucemia. Los valores IMA (Media + SEM) fueron 54,2+3,5y 62,9+1,7

ABSU (p — valor <0,05), respectivamente en los dos grupos (Figura 20).
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Figura 20. IMA en los grupos de control glicémico bueno y pobre. Tomado de Chawla & et al., 2016.

Las complicaciones de la diabetes mellitus de larga duraciéon no controlada incluyen retinopatia,
nefropatia y neuropatia. En el estudio sélo se observaron cuatro casos de retinopatia, mientras
que 70 sujetos presentaron neuropatia leve a severa (parestesia, anestesia y/o déficit sensorial).
Los niveles de IMA en pacientes que habian desarrollado estas complicaciones diabéticas se
enumeran en (Tabla 15). En los sujetos sin ninguna complicacién conocida, las concentraciones de
IMA fueron 59,74+1,9 ABSU, que fue ligeramente inferior a la de los pacientes con complicaciones

de la diabetes (Chawla et al., 2016).

Tabla 13. IMA (Media + SEM) en sujetos con complicaciones de la diabetes. * Cuatro pacientes con retinopatia también
presentaron sintomas de neuropatia. Tomado de Chawla & et al., 2016.

Complication Num_ber of IMA (ABSU) Mean = SEM
patients
No complications 12 50.7+1.9
Retinapathy + Neuropahy 4* 61.4+39
Neuropathy 66 63.0+3.5

En este articulo, los niveles plasmaticos de IMA en pacientes con DM2 se correlacionaron muy
bien con los niveles de HbAlc. Los pacientes que no controlaban bien su nivel de glucosa en la
sangre (HbAlc >6,4%) tenian niveles IMA mds altos que aquellos con HbAlc <6,4%. Ademas,
IMA mostré una buena correlacion con los niveles de HbA1lc, IMA aumentd consistentemente con
el aumento de HbAlc.

Se puede determinar gracias a los datos arrojados por el estudio, que IMA se correlaciona con el
control glucémico pobre y la dislipidemia asociada con la DM2, y que podria servir como un

indicador de estrés oxidante en pacientes con dicha patologia.
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6.3 Resultados obtenidos en el proyecto “Biomarcadores de estrés oxidativo y control
glicémico en pacientes con diabetes mellitus tipo 2”de la Universidad Nacional de
Colombia.

Se incluyeron un total de 95 pacientes en este estudio, se encuentran inscritos en el Programa
para la prevencién de las complicaciones de la diabetes mellitus y de las dislipidemias" de la
Division de Lipidos y Diabetes de la Facultad de Medicina. Son pacientes bajo supervisién,
incluyendo el seguimiento y ensefianza en técnicas de nutricion y vida saludable. En estos
pacientes se determina el valor de IMA en un intento de elucidar el inicio de posibles
complicaciones. No existe diferencia entre sexo, es una poblaciéon bastante heterogénea en

tiempo de enfermedad, ademas de no reportar complicaciones referentes a la patologia DM2.

En los pacientes con alteraciones metabdlicas (tabla 14), se determinaron valores de IMA entre
3,97 y 21,87 ug/mL, con un promedio de 10,78 ( %+ 4,03 ug/mL. Solo 6 pacientes de toda la
muestra, presentaron PCR mayor a 6 mg/L (limite maximo de referencia normal), estos altos
valores fueron relacionados con IMA mayor a 9,61 pg/mlL (tablal5). Los resultados indican que el
biomarcador IMA es altamente sensible a alteraciones metabdlicas, entre ellas el control
glicémico, el IMC >25, y HDL menor de 40 mg/dL, En general pacientes con alteracién de uno o
mads parametros presentaron IMA mayor a 5,00 pg/L. Esta es la primera vez que se analiza el
biomarcador IMA en una poblacién colombiana, que aunque presenta DM2, estd en seguimiento y

control dentro del programa de prevencion de complicaciones.

De la totalidad de pacientes diabéticos (con y sin alteracién metabdlica), se evidencian valores de
IMA entre 2,16y 21,63 ug/ml ( 6.66 + 3,48% en promedio) valores incrementados frente a los

obtenidos en los pacientes no diabéticos (valor IMA en controles 4,1+1,3).

Tabla 14.y 15 Perfil demogrdfico de los sujetos del estudio realizado en la Universidad Nacional de Colombia.

GRUPO EDAD Cantidad SEXO SEXO PESO IMC IMA
sobre la M F (kg/m?)  mg/L
poblacién
total
Glicemia > 100mg/dL 68,8 + 7,7 80/95 45 35 71,36+1,0 282+35 69+3,6
Colesterol T. > 6551+ 7,6 14/95 5 9 70,0+126 28%+53 62+£25
200mg/d

Colesterol HDL bajo 689 + 8,1 63/95 36 27 70,1+ 10,6 283+38 64+39
IMC> 27kg/m? 68,9 £+ 8,0 73/95 42 31 734+92 293+30 67+37
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Parametro

Promedio

GLICEMIA BASAL (mg/dl)
HbAC1 (%)

TRIGLICERIDOS (mg/dl)
COLESTEROL TOTAL (mg/dl)

HDL (mg/dl)
LDL (mg/dl)
CREATININA (mg/dI)

HALBUMINURIA (mg/L)
TFG (mL/min/1,73m?)

PESO (Kg)
IMC (kg/m2)
PERIM ABDO (cm)
IMA mg/L

12543,2
7,1£1,2
148,9+7,0
168,9+3,4

42,2+0,5
96,8+3,0
1,00+0,01

46,6+10,0
70%13

70,5+1,0
27,9%3,7
98,1+9,8
6,74%3,5

En la figura 21 se realiza la comparaciéon entre los niveles de IMA de los pacientes con diferentes

complicaciones metabdlicas y los pacientes control. En cada uno de los aspectos analizados, el

valor reportado de IMA en los controles fue mas bajos, respecto a los valores arrojados por los

pacientes con diferentes condiciones metabdlicas. El valor mds alto se presenta en pacientes con

niveles de colesterol total mayora >200mg/ml.

IMA pg/mL

18
16
14
12
10

(=

L
Controles

Glicemia Col Total.
>100mg/dL >200mg/dl

Col HDL
bajo*

IMC>27kg/m?

Figura 21. Comparacion entre los niveles de IMA, reportados en el trabajo realizado en la Universidad Nacional de

Colombia.

Se pueden asociar valores incrementados de IMA, superiores a 6 ug/ml en pacientes con

hiperglicemia, dislipidemia y sobrepeso, ademas de presentar valores de glucosa >100 mg/dl,

colesterol total >200 mg/ml. Los valores de colesterol HDL fueron <40 mg/dl en hombres y <50
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mg/dl en mujeres. Se puede determinar que los pacientes que tienen un indice de masa corporal
superior a 27kg/m? presentan valores incrementados de IMA, respecto a los pacientes control
(Figura 21).

Los pacientes que reportaron un valor elevado de proteina C-reactiva (>6%), presentan valores
de IMA superiores al promedio determinado, (desde 7 a 9,8 ug/ml) (tabla 16). Aunque se
evidencian pacientes con valores de PCR bajos, pero valores de IMA incrementados, lo que sugiere
que el paciente puede tener complicaciones asociadas a la DM2, que no arrojan valores
perceptibles para el biomarcador PCR, pero si para IMA que como se ha discutido es sensible y de
rapido incremento frente a la condicion de estrés oxidativo caracteristico de la patologia.

En la poblacién de estudio, los pacientes que obtuvieron valores de IMA mayores a 6 ug/ml, se
asocian con presencia de hipercolesterolemia, mal control glicémico, sobrepeso, ademds de
presentar bajas concentraciones de colesterol HDL. Se puede determinar, que aquellos pacientes
qgue presentan mas de un pardmetro metabdlico alterado, refieren valores de IMA por encima del

promedio determinado.

Tabla 16 Relacion valores elevados IMA 'y PCR.

IMA PCR
6,78 4,25 mg/L
9,76 102.69 mg/L
7,47 6.31 mg/L
7,85 8.53 mg/L
6,91 34.55 mg/L
7,93 5.46 mg/L
7,70 8.22 mg/L
8,97 5.73 mg/L
6,18 5.75 mg/L

Con los resultados obtenidos, se puede concluir que el biomarcador IMA tiene valores
incrementados cuando el paciente presenta condiciones caracteristicas de la DM2, al comparar los
valores de IMA y PCR, se evidencian valores incrementados en los dos biomarcadores (superiores
a los evidenciados en los controles). Pero también se puede determinar, que no siempre al verse
incrementado IMA, se evidencian valores altos para PCR, lo que permite validar la sensibilidad del

biomarcador IMA frente a otros (especificamente PCR).
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6.4  Andlisis de resultados de la revision bibliografica.

A través del proceso de revision bibliografica, se pudo determinar la importancia en la
determinacidon del estrés oxidativo, sea en diversas patologias, o en las complicaciones
especificamente de la DM2. En la actualidad existen multiples biomarcadores que tienen esta
funcién, ahora el interés se enfoca en el tiempo de acciéon de estos biomarcadores. IMA, ha
demostrado mejorar el diagndstico en muchos estudios, como un biomarcador especifico de

estrés oxidativo, ademds de ser un biomarcador de acciéon temprana.

En presencia de las complicaciones de la DM2, IMA puede apoyar el diagndstico precoz de infarto
de miocardio. Frente a estos procesos patoldgicos, como primera medida se utilizan
biomarcadores como hs PCR, hs cTnT y MDA, ademads de realizarse determinaciones tales como
control glicémico, perfil lipidico, hemoglobina glicosilada, entre otros. Es pertinente también,
determinar el nivel de albumina en los pacientes, y realizar un ajuste teniendo en cuenta este
parametro, evitando falsos positivos en los estudios. Dentro de la revisidn bibliografica, en
diferentes articulos también se mencionan factores como el tiempo de diagnostico de la
enfermedad, ademas de factores como los pacientes diabéticos que realizan ejercicio durante un
tiempo determinado, pues se ha demostrado menores concentraciones IMA post ejercicio,
sugiriendo que el ejercicio alivia parte del estrés oxidativo asociado con la DM2.

Los pacientes con diabetes mellitus tipo 2 que demuestran mal control glicémico tienen mayores
concentraciones de IMA. Aquellos con un buen control glicémico, es decir los que mantienen los
niveles de glucosa en la sangre lo mas cercano posible al rango normal (90 y 130 mg/dl antes de
las comidas y un nivel inferior a 180 dos horas después de haber comenzado a comer, Segun la
American Diabetes Association) presentan valores mas bajos. IMA fue significativamente mayor en
pacientes diabéticos en comparacion con sujetos de control en todos los estudios analizados,
ademads las concentraciones de IMA se correlacionan con HbA1c, glucosa y hs-CRP.

Finalmente los estudios demuestran la variaciéon de IMA con un control glicémico deficiente y la
dislipidemia resultante. Se observan niveles mas altos de IMA en pacientes con DM2 que
presentaban una HbAlc mas alta, asi como en aquellos con menor colesterol HDL.

La determinacion del biomarcador IMA, puede ser de gran ayuda en las complicaciones que
presentan los recién nacidos, pues su ventana terapéutica es de vital importancia y requiere de un
tiempo de accidn inmediato, el biomarcador permite determinar complicaciones a causa del estrés

oxidativo en cuestion de minutos, al incrementarse en un periodo de 30 minutos, y al mantenerse
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de perdurar dicho estrés oxidativo. Aunque existen biomarcadores candidatos para la deteccidn
de cuadros clinicos como la isquemia ya sea cardiaca, o asociada a diferentes patologias, su
tiempo de accidn da paso a un dafio irreversible. Si el tratamiento de isquemia aguda se realiza
dentro de 1 h (la hora de oro), la mortalidad puede reducirse considerablemente, si hay un retardo
de 3-4 h, la mortalidad puede ser 5 veces mayor.

La mayoria de articulos reportan el uso del método de colorimetria propuesto ACB, que presenta
desventajas tales como la interferencia de moléculas endégenas, la falta de una medida estandar
para los valores de IMA y ser un método indirecto. Se han propuesto otros métodos de analisis de
IMA, como el método de ELISA., y el método fluorometrico, que son mds sensibles y especificos,
utilizan menor cantidad de muestra y reactivos quimicos, pero siguen teniendo problemas de
reproducibilidad ( especificamente para el método ELISA). Es por esto que se hace necesario
seguir trabajando en la blsqueda que permita hacer una cuantificacion mediante un método

directo.
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7  CONCLUSIONES

Durante los Ultimos quince afios, las publicaciones sobre el biomarcador se han visto
incrementadas, especificamente desde el momento en el que se le propuso IMA como un

biomarcador de estrés oxidativo, actualmente ha sido evaluado en diversas patologias

Se puede determinar que los resultados del biomarcador son de alta sensibilidad, satisfactorios y
prometedores, en el seguimiento de patologias asociadas al estrés oxidativo por ello es de baja

especificidad

Dentro de las ventajas, se encuentra el aumento de los niveles de IMA en sangre, alrededor de los
30 min posterior a un episodio isquémico, tiempo de accidn insuficiente para otros

biomarcadores, que actian cuando ya existe necrosis tisular

Cuando la situacién de estrés oxidativo se mantiene, los valores de IMA permanecerdn elevados
permitiendo que el biomarcador sea util en los procesos de seguimiento en las complicaciones de

diversas patologias.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el proyecto “Biomarcadores de estrés oxidativo y control
glicémico en pacientes con diabetes mellitus tipo 2” se evidencia valores de IMA incrementados en
los pacientes respecto al grupo control. Ademas de encontrarse correlacién valores incrementados
de PCR en los pacientes DM2, aunque se puede validar de la sensibilidad de IMA frente PCR al
encontrarse valores incrementados de IMA en pacientes que reflejan valores bajos de PCR, lo que
podria indicar complicaciones que no son detectadas por el biomarcador PCR. Se encuentra

relacidn con otros pardametros metabdlicos alterados.

Una forma de validar los resultados es mantener una medida de IMA en los pacientes lo que
podria tener valor predictivo en el desarrollo de complicaciones cardiovasculares de la DM2, esto

teniendo en cuenta otros andlisis de soporte al estudio.

Los valores obtenidos durante este primer estudio realizado en Colombia, pueden ser usados

como referencia en préximos estudios en una poblacién diabética.

Se debe ampliar el estudio en métodos que permitan una valoracién y cuantificacién de IMA de

forma directa, reproducible y amigable con el medio ambiente.
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