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Resumen

Los tintes pandémicos que en la actualidad ha alcanzado la diabetes tipo 2 distan mucho de los
nuameros que tenia hace apenas 30 afios; en México, especialmente en Guanajuato (es el estado
que lidera el numero de muertes relacionadas con diabetes a nivel nacional [1, 2]) ha sido un
cambio tan subito que en algunos casos ha desbancado en enfermedades tradicionalmente
relacionadas con la dieta, como la hipertension (ahora tan a menudo asociada con diabetes) o la
desnutricién. Este vertiginoso cambio apunta sin duda a la existencia de un ambiente
diabetogénico mas acorde con una distopia orwelliana[3] (“1984”, George Orwell) que con una
azarosa epidemia natural. Me explico: al contrario de lo que sucede con muchas enfermedades de
corte epidémico (célera, malaria, peste bubdnica, etc.) la génesis de la diabetes es multifactorial.
En efecto, hasta ahora se considera a la diabetes como una enfermedad compleja en la que
inciden factores genéticos y ambientales para llevar al deterioro en la secrecion de la insulina de
las células B del pancreas[4]. Con relacidn a los factores ambientales mucho se ha dicho que han
contribuido a su desarrollo los, desde mi humilde perspectiva, mal llamados habitos sedentarios
(considero mucho mas adecuado el término habitos abulicos) y por supuesto, la evolucion de la
dieta hacia productos alimenticios industrializados y cada vez mas procesados.

Este ultimo es uno de los principales enfoques de este trabajo. Creo necesario recalcar que todavia
hace algunos afos (quiza aun en el presente) se consideraba a la diabetes como una enfermedad
de ricos, pero ahora, hago una pregunta retérica écual es el grupo socioecondmico mas afectado?
Se achaca en gran parte a un factor genético la prevalencia de diabetes especialmente en
afroamericanos y latinos, el cual sin duda lo hay, pero no creo que sea suficiente para explicar por
si solo los avasallantes nimeros de esta pandemia entre estos dos grupos poblacionales. Supongo
que en parte por no ser politicamente correcto, no se sefialan las obvias diferencias
socioecondmicas entre diferentes estratos raciales, pero es claro que el factor socioecondmico
juega un papel primordial en esta pandemia del nuevo siglo. Para seguir con esta puntualizacion
del contexto socioeconémico de mi trabajo, baste decir que México es el principal consumidor de
bebidas edulcoradas a nivel mundial (seguido muy de cerca por Estados Unidos)[5-7] y, como
coincidencia, en la mayor parte de los municipios del pais es mucho mas facil (y barato) tener
acceso a bebidas edulcoradas que a agua potable, lo cual es al mismo tiempo increible e
indignante. ¢{Como se ha llegado a esto? Entre otras cosas por la falta de un sistema de
potabilizacién adecuado y el embate perenne de los cabilderos de las industrias refresqueras y
alimenticias (Pepsico y Coca Cola son el mejor ejemplo de ambas, sin olvidar por supuesto al
grupo Bimbo). En ese mismo tenor, la industria alimenticia cada vez procesa mas los alimentos y
en su afan de lucro confunde al consumidor, haciendo que este ultimo olvide la diferencia entre
mucho y bueno, de forma tal que los alimentos son cada vez mas salados, mas dulces, mas
grasosos y, en una relacién claramente inversa, menos saludables.

Habiendo dejado en claro la preponderancia del factor socioecondmico al contribuir de manera
decisiva en la creacién de un ambiente diabetogénico, me abocé ahora a hablar de los aspectos
analiticos que intenté abarcar en este trabajo. El enfoque especifico de mi tesis ha sido realizar un



estudio analitico de algunos potenciales factores de riesgo en diabetes en el estado de
Guanajuato. La idea original fue la de caracterizar cuantitativamente los contaminantes de agua
potable y de alimentos en dicha entidad para evaluar su posible relacién con la incidencia de la
diabetes mellitus tipo 2, habiéndose tomado en cuenta también, los compuestos naturalmente
presentes en alimentos, mismos que se conocen como factores de riesgo potenciales (como los
productos de glicacién avanzada, AGEs por sus siglas en inglés). Para complementar la
informacién, se llevaron a cabo analisis de fluidos bioldgicos de pacientes diabéticos demostrando
asi la utilidad de los procedimientos desarrollados/adoptados en el diagndstico, seguimiento y
prondstico de la diabetes mellitus tipo 2.

En el capitulo IV.1 se propuso analizar estadisticamente la incidencia geografica de la diabetes en
el estado de Guanajuato, para ello se analizaron los resultados de un anlisis previo[8], sobre las
concentraciones de algunos metales y metaloides en pozos de agua potable de los municipios del
estado. El enfoque estadistico de dicho analisis considerd los datos de la incidencia de diabetes en
esos municipios durante dos afos. Y si bien dos afios es poco tiempo para tener resultados
contundentes, los resultados que arrojo nuestro analisis concuerdan con estudios similares
reportados en diversas partes del mundo. Especificamente, parece haber una relaciéon entre la
exposicidn a arsénico y la incidencia de diabetes en varios municipios[9-11].

Diversos estudios sefialan que la homeostasis corporal es alterada durante la diabetes[12-15].
Asimismo se conoce que en condiciones fisioldgicas ocurren ciertas interacciones entre especies
de molibdeno y cobre. En particular, un estudio reciente llevado a cabo en pacientes diabéticos
encontrd concentraciones elevadas de molibdeno y cobre en pacientes con diabetes avanzada y
la eliminacién de cobre en orina se correlacioné directamente con los biomarcadores de las
complicaciones tipicas de esta enfermedad.[16] Aunado a ello, hubo un aumento estadisticamente
significativo de la relacién Cu/Mo en orina con el progreso de la nefropatia, lo cual sugiere que el
antagonismo entre molibdeno y cobre pudiera estar relacionado con el desarrollo de los
principales complicaciones diabéticas. Todo esto nos llevd a preguntarnos, é¢hay alguna fuente
dietética de molibdeno que pudiera ser de importancia particular para los mexicanos vy
guanajuatenses? En busqueda de posibles respuestas, nos enfocamos en las leguminosas como
componentes importantes en la dieta de muchas culturas y especialmente, en el frijol que es una
piedra angular de la pirdmide nutricional de los mexicanos. Los pacientes diabéticos muchas
veces deben ajustarse a una estricta dieta que restringe alimentos con alto indice glucémico asi
como platillos muy grasosos (tan tipicos de la comida rapida y de varios guisos mexicanos),
dejando el campo abierto para vegetales sanos, pero poco caléricos, lo que dificulta la adhesion
dietaria de los pacientes. Los pacientes en muchos casos recurren a la ingesta de frijol por las
semejanzas en el contenido proteico con los alimentos de origen animal y, dado que su ingesta
deja una mayor sensacion de saciedad. Las leguminosas son los alimentos con mayores
concentraciones de molibdeno, por todo ello, en el capitulo IV.2 nos parecid interesante evaluar
diferentes tipos de frijol como una fuente dietaria tanto de este elemento como de cobre, ya que
ambos elementos suelen tener una relacidn antagdnica[17-19].



En el capitulo IV.3 se aborda la necesidad de crear métodos analiticos fiables para evaluar los
niveles fisiologicos de biomarcadores que sean de utilidad para diagnosticar y evaluar el
prondstico de la diabetes, en este caso se realiza la determinacion de un AGE que ha sido
relacionado en diversos estudios con el progreso y severidad de las complicaciones diabéticas: la
pentosidina[20]. En este caso en particular, se evalla la concentracidén de pentosidina en orina de
pacientes diabéticos con nefropatia, con y sin tratamiento con Telmisartan. El disefo del estudio
clinico y las muestras de orina provenian de un estudio realizado en el Departamento de Ciencias
Médicas, DCS, Campus Ledn (Dra. Ma. Eugenia Garay Sevilla, Dr. Carlos Kornhauser Araujo) pero el
analisis de pentosidina en estas muestras fue importante en el contexto del presente trabajo; en
concreto, los resultados obtenidos demostraron que la sensibilidad del procedimiento analitico
propuesto permite detectar diferencias entre niveles de pentosidina entre diferentes grupos de
pacientes en un estudio clinico.

En el capitulo IV.4 y siguiendo con esta busqueda de métodos analiticos simples y confiables que
nos permitan la evaluacién y discriminacién de pacientes sanos y diabéticos, o pacientes
diabéticos que por sus complicaciones se encuentren en diferentes estados clinicos, se propone
un nuevo método para la determinacion de diversos o-cetoaldehidos en orina, una muestra no
invasiva y de facil recoleccién. Esta determinacion se propone como una nueva herramienta que
coadyuve en el diagndstico, seguimiento y prondstico de la diabetes. Ademds, este método parece
ser lo suficientemente sensible para evaluar el progreso de la diabetes y la adhesion dietaria de los
pacientes y/o su exposicion a fuentes exdgenas de los analitos en cuestion.

Dado que tanto los AGEs exdgenos como enddgenos parecen jugar un papel importante en el
desarrollo y progreso de la enfermedad, en el capitulo IV.5 se evalta la concentracién de o-
cetoaldehidos en jarabes de agave, un producto que se comercializa como un edulcorante
alternativo para diabéticos. Pero, ies una alternativa segura como edulcorante alternativo? Con
relacidon a lo que parece un campo promisorio para futuras investigaciones, este estudio sugiere
que el jarabe de agave podria ser utilizado como un ungliento bactericida, lo cual abre la
prospectiva para el trabajo futuro enfocado en su posible uso como alternativa a los
antibiodticos[21-23].

Finalmente, en el andlisis estadistico realizado en el capitulo IV.l se encontraron concentraciones
relativamente altas de plomo en aguas de pozo de varias localidades, este elemento ademas de
presentar una alta toxicidad, ha sido asociado con diabetes. En este contexto, se decidid incluir en
el anexo 1 un estudio de remocién de plomo en agua, mediante la fabricacion y modificacién de
peliculas de un biopolimero natural que se extrae de las algas, llamado alginato. Este trabajo se
realizd durante una estancia de tres meses en la universidad de Nagaoka, Japon.

Sin mas, deseo que este trabajo sea al menos tan util como para mi lo fueron varios trabajos
previos citados en este documento y, espero haber podido avanzar en el desarrollo de
procedimientos analiticos y en su aplicacién para un mejor entendimiento de los mecanismos que
llevan al desarrollo y progreso de la diabetes.
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Capitulo I.

I.1. Introduccion

La diabetes mellitus es una enfermedad crénico-degenerativa. Se presenta cuando el
organismo no produce suficiente insulina o esta no actua debidamente, provocando deficiencias
en el proceso de asimilacion de la glucosa, aumentando su concentracidn en el torrente sanguineo
lo que conduce con el tiempo al desarrollo paulatino de complicaciones en todo el organismo.
Existen numerosas clasificaciones de la diabetes, siendo la mds aceptada la formulada por el
Expert Committee on the Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus: Diabetes Mellitus es un
grupo de enfermedades metabdlicas caracterizadas por una hiperglucemia resultante de una
defectuosa secrecion o accidn de la insulina, o ambas, que la divide en dos tipos principales sin
considerar la edad de inicio: diabetes mellitus tipo 1 (DM 1) y diabetes mellitus tipo 2 (DM 2)[24].
La diabetes DM 1 es caracterizada por una destruccidon auto inmune de células pancreaticas tipo
beta que tipicamente llevan a un déficit absoluto de insulina. Ocurre principalmente en nifios o
adultos jévenes, pero puede presentarse a cualquier edad. Este tipo representa entre el 5y 10%
de personas enfermas. La DM 2 se caracteriza por una resistencia insulinica, acompafiada por un
déficit relativo de insulina y representa el 90-95% de los casos de diabetes mellitus. En México, la
diabetes afecta al 8 % de la poblacién y ha sido reportada como la cuarta mdas importante causa
de mortalidad en nuestro pais, asi como la primera causa de los estados terminales de
insuficiencia renal, ceguera adquirida y de las amputaciones no relacionadas con accidentes. Se
estima que la diabetes afecta mas de 150 millones de personas en el mundo y se espera que en el
afio 2025 este nimero serd duplicado. En el periodo 2005 — 2007, la prevalencia a diabetes se
incrementd 13.5 % ademas hay datos que sugieren que el 24 % de todos pacientes diabéticos no
han sido aun diagnosticados [25, 26].

Durante el desarrollo de la enfermedad, el exceso de glucosa en el organismo provoca una
serie de cambios patoldgicos los cuales son responsables de las principales complicaciones en
diabetes:

Enfermedades cardiovasculares 3%

[31-36],
7

Nefropatia

Retinopatia [35, 37, 38];

Neuropatia [39, 40];

Los mecanismos responsables por las complicaciones en diabetes no se conocen con
exactitud; sin embargo, existe un consenso acerca de la importante contribucion de las siguientes
vias [35, 41-44]:



16

- Acelerada glicosilacién no enzimatica (glicacion) con depdsitos de productos finales de
estos procesos (AGEs);

- Aumento de estrés oxidativo;

- Activaciéon de isoformas de proteina cinasa C;

- Activacidn de la via de la aldosa reductasa.

Se han definido los siguientes factores de riesgo en diabetes: edad mayor de 45 afos,
obesidad, antecedentes familiares de la enfermedad, bajos niveles séricos de HDL, altos niveles de
triglicéridos, alta presion sanguinea, intolerancia a glucosa, sindrome metabdlico y falta de
actividad fisica. Ademas, ciertos grupos étnicos, incluyendo a los hispano-americanos presentan
un mayor riesgo de tener diabetes [26].

Es de conocimiento comun que hdbitos de vida saludable, como una dieta sana, el control de
peso y el ejercicio diario pueden ayudar en prevencién o, en su caso, en el mejor control de la
diabetes [45-47]. En cuanto a la dieta indicada, ademas de ser baja en grasas saturadas y con alto
contenido de fibra dietética, es imprescindible asegurar la ingesta de cantidades adecuadas de
ciertos micronutrientes [46]. En este sentido, existe un creciente nimero de evidencias sobre el
importante papel de vitaminas [48], antioxidantes [49], 4cido félico y minerales [48, 50, 51]. En el
caso de los minerales, los mas estudiados han sido el zinc, selenio, vanadio, manganeso y cromo,
entre otros [52-56]. Hay que notar sin embargo que, tanto un déficit como niveles excesivos de
micronutrientes han sido reportados como factores potenciales en la patogénesis de diabetes y
sus complicaciones [57-60]. De ahi, uno de los temas importantes en los estudios sobre diabetes
es evaluar los efectos de los micronutrientes y de los potenciales contaminantes de los alimentos y
de agua potable. En este tipo de estudios se busca asegurar una adecuada ingesta de los
micronutrientes antes mencionados, mediante evaluacidon de sus niveles en diferentes tipos de
alimentos [61], plantas medicinales [62] asi como en la elaboracion de diversas formulaciones de
suplementos dietéticos [63]. Cabe mencionar que los principales componentes considerados en la
elaboracion de los suplementos para el tratamiento de diabetes han sido: acido o-lipdico, cromo
trivalente (tipicamente en forma de picolinato), selenio, manganeso, vanadio, zinc, vitamina E, Cy
D, acido fdlico, isoflavonoides y polifenoles [64]. Por otro lado, existe interés en estudiar un
posible efecto de contaminantes medio ambientales como factores de riesgo en diabetes [65-71].
En el contexto de los elementos metalicos y metaloides, se han estudiado los efectos de arsénico
[72, 73], cadmio [70, 74], plomo [75], cobre, fierro [12, 76], vanadio [77, 78], mercurio [79], entre
otros [80].

Existen diversas evidencias sobre elevados niveles de algunos metales y metaloides en
diferentes lugares del estado de Guanajuato. Entre los elementos de interés en la region se han
considerado los siguientes: As, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Mn, Mo, Ni, Sb, Se, Pb, Tl, V y Zn. En cuanto
al plomo, su presencia en el medio ambiente se debe a las emisiones de las industrias petrolera,
metallrgica, de pinturas y de fundicién; la contaminacion con vanadio y niquel proviene de la
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combustién de petrdleo, carbdn y aceites pesados; la problematica de cromo se ubica
principalmente en Ledn — cede de la industria de curtido, aunque la contaminacién también se ha
detectado en otras regiones del Estado. El mercurio es un contaminante tipico de zonas mineras,
en las que se obtenian plata y oro mediante los procedimientos antiguos. Ademads de actividades
antropogénicas, la presencia de niveles elevados de metales en el Estado de Guanajuato se debe a
la composicidn particular de la corteza terrestre. Asi, existen varios reportes, en los que se observa
la presencia de As, Pb, Hg, Sb, entre otros, en diferentes compartimientos del medio ambiente
[81-86]. Es importante hacer notar que los niveles de los elementos antes mencionados han sido
determinados en jales de minas, en suelos, lodos, aguas superficiales y subterraneas de la regién.
Aunque la movilidad de contaminantes potenciales ha sido estudiada por varios autores [81, 82,
87], la informacién sobre los niveles de elementos en productos alimenticios producidos en el
estado de Guanajuato y, en particular en las zonas con elevados niveles de metales/metaloides es
escasa. El proyecto de tesis ha sido dirigido al desarrollo y aplicacién de procedimientos analiticos
qgue permitan evaluar la posible relaciéon de los contaminantes de agua potable y de algunos
componentes de los alimentos con incidencia/progreso de las complicaciones en diabetes en el
estado de Guanajuato. Un enfoque adicional ha sido en el andlisis de los compuestos
naturalmente presentes en alimentos, mismos que se conocen como factores de riesgo
potenciales, incluyendo especificamente productos de glicacidon avanzada y sus precursores.

1.2. Diabetes mellitus — marco socioeconémico y retos para la quimica analitica

La diabetes es una enfermedad crénica que ocurre cuando el pancreas no produce suficiente
insulina, o el cuerpo no puede hacer uso efectivo de la insulina que produce [88]. Afecta a
diferentes drganos y tejidos y dura toda la vida. Hay dos tipos principales de diabetes, en la
diabetes tipo o insulinodependiente, el paciente simplemente es incapaz de producir insulina, a
diferencia de la diabetes tipo 2, donde el paciente es capaz de producir insulina, pero en cantidad
insuficiente o el cuerpo no puede hacer uso efectivo de la insulina que produce.

En la actualidad la diabetes se ha convertido en una enfermedad de proporciones epidémicas,
a nivel mundial hay 285 millones de enfermos, mas del 4% de la poblacidon la padece, y se estima
que en los proximos 20 afios el numero de afectados llegue a 438 millones [89]. En México el
problema es alin mas grave, la diabetes ocupa el primer lugar dentro de las principales causas de
mortalidad y presenta un incremento ascendente con alrededor de 60 000 muertes y 400 000
casos nuevos al afio [90], la prevalencia de diabetes mellitus en hombres y mujeres adultos de mas
de 20 afios se ha incrementado de manera paulatina, pasando de 7.5% en el afio 2008, a 9.2% en
el afio 2012 [91, 92]. En 2008, la principal causa de muerte fueron decesos por diabetes, muy por
encima de enfermedades isquémicas del corazén (15 993 defunciones mas), que es la segunda
causa [91]. En Guanajuato la prevalencia de diabetes en adultos mayores de 20 afios es del 5.6%
siendo mayor en mujeres (6.3%), que en hombres (4.7%) [93]. Se le puede considerar una
enfermedad incapacitante ya que su prevalencia entre la poblacion econdmicamente activa es
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bastante alta, en algunos casos su porcentaje es incluso mayor que su porcentaje de incidencia
total, lo cual la convierte en la enfermedad que hace mella entre el grupo de poblacion mas
importante para cualquier sociedad [94, 95]. En cuanto a morbilidad, el 97% de los nuevos casos
de diabetes en México, corresponden al tipo 2 [96]. Asimismo la diabetes tipo 2 afecta
principalmente a personas en edad econdmicamente activa [94, 95]. La Secretaria de Salud Publica
establece el Programa de Accidon Diabetes Mellitus, el cual se enfoca principalmente en la
prevencion de esta enfermedad y, en su caso en el mejor control de los pacientes con el fin de
retardar el desarrollo de las complicaciones y desacelerar la mortalidad[97]. El segundo objetivo
especifico de este programa es brindar una atencién multidisciplinaria para el control adecuado de
la diabetes mellitus y enfermedades crénicas no transmisibles asociadas, y prevenir sus
complicaciones. Asimismo, entre las acciones estratégicas del programa se incluyen la orientaciéon
alimentaria y la evaluacién clinica periddica de los pacientes. En este contexto, la aportacién
importante de la quimica analitica comprende el desarrollo de nuevos procedimientos para el
andlisis de los marcadores de enfermedad y de sus complicaciones, la evaluacién del posible
impacto de factores medioambientales y de la dieta, entre otros. Por todo lo anterior, el objetivo
principal de este estudio sera enfocado en la diabetes mellitus tipo 2.

Tabla 1. Mortalidad por diabetes en México, 1940-2008 [90, 91].

Lugar dentro de
Tasa*

las principales 20 causas

1940 4.2 -
1960 7.9 19
1970 16.9 15
1980 21.8 9
1990 31.7 4
2000 46.8 3
2005 63 1
2006 65.2 2
2007 62 2
2008 70.8 1

*Tasa por 100 000 habitantes
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1.3. Relevancia de micronutrientes minerales en diabetes.

Existen importantes evidencias experimentales que demuestran alteraciones del
metabolismo de micronutrientes minerales en la diabetes, ademas ha sido ampliamente aceptado
que algunos elementos traza pueden jugar un papel especifico en la patogénesis y en el progreso
de la enfermedad [12, 45, 98-102]. En este sentido, los efectos adversos han sido relacionados no
solamente con la presencia de los llamados elementos téxicos, pero también con un desbalance
de los elementos esenciales. En este ultimo caso, tanto el exceso como la deficiencia de un

Efectos Benéficos micronutriente pueden

Niveles Esenciales perjudicar el estado del
paciente diabético. [103]
En la Figura 1, se
presentan de una

manera muy general los

Micronutrientes

Cr, Cu, Se, Zn, V posibles  efectos de

metales o metaloides en

Xenobioticos No
esenciales
Al, As, Cd, Hg, Pb

la diabetes.

Exceso/Deficit Efectos Adversos

Figura 1. Efectos benéficos y adversos de metales/metaloides involucrados en diabetes.

En cuanto a efectos especificos, el exceso de metales y de algunos metaloides ha sido
relacionado con un aumento de estrés oxidativo, uno de los factores principales en el desarrollo
de la diabetes debido a su efecto en la resistencia a la insulina [104]. En particular, metales tales
como cobre, cromo, hierro participan directamente en procesos redox en ambiente celular,
mientras que otros como cadmio, plomo y mercurio causan el decremento de los niveles de
antioxidantes celulares, principalmente por su afinidad con el grupo tiol, presente en varias
biomoléculas (aminodacidos, péptidos, enzimas, etc.). Independiente del modo de accidn, la
presencia de los llamados elementos tdxicos, asi como un desbalance de elementos esenciales
causan la produccién de las especies reactivas de oxigeno, incluyendo (HO), (0,), (H,0,) [98, 105].
Por otro lado, se conoce que la deficiencia de los micronutrientes cobre, selenio, manganeso,
cromo y zinc afecta el control glucémico [45, 106, 107]. Cabe mencionar que en algunos casos, el
control glicémico puede mejorarse mediante una suplementacién adecuada de ciertos
micronutrientes [108, 109]. Finalmente, hay que resaltar que ciertas especies de vanadio, zinc,
molibdeno y selenio han sido descritos como agentes miméticos de la insulina y utilizados en el
tratamiento de diabetes [110-115].

El estatus de los elementos metdlicos y metaloides en pacientes diabéticos ha sido evaluado en
un considerable nimero de reportes. Las muestras clinicas mas frecuentemente analizadas fueron
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sangre total, plasma, suero, orina, pelo y uias. Algunos estudios fueron enfocados en un solo
elemento con el fin de conocer su efecto especifico [70, 72, 106, 107, 116, 117], mientras que en
otros se realizd el andlisis de varios elementos en la busqueda de posibles cambios mas
generalizados [99, 101, 118-122]. Con base en los resultados reportados, se puede resumir que los
pacientes diabéticos presentan niveles séricos mas altos de Cu, Pb, As, Cd, Ni, Al y mas bajos
niveles de Se, Cr, Zn y Mn respecto a los controles. Es importante sin embargo que, en la mayoria
de los estudios multi-elementales se llevd a cabo exclusivamente la comparacién de los niveles de
concentracion de elementos entre pacientes diabéticos y personas sanas, sin tomar en cuenta
pardmetros comunmente utilizados para evaluar el estado de paciente y el progreso de las
complicaciones de la enfermedad. También es relevante indicar que los cambios en los niveles de
concentracion observados, aparentemente fueron afectados por la caracteristica particular del
grupo seleccionado para el estudio, es decir la edad de los pacientes, complicaciones de la
enfermedad, posible obesidad, embarazo, habito de fumar, etc. [105]

1.3.1. Elementos benéficos en diabetes

La lista de micro-elementos esenciales para la salud del hombre incluye fierro, zinc, cobre,
selenio, manganeso, molibdeno, cromo, yodo y cobalto (en forma de vitamina B12). Los resultados
de varios estudios en animales sugieren que otros elementos tales como, boro, silicio e incluso
cadmio, niquel, arsénico y estafio podrian también tener cierto papel benéfico, aunque en
concentraciones muy bajas[115, 123]. El requerimiento de los elementos esenciales es bajo (< 100
mg/dia), pero es necesario mantener un estatus adecuado debido a que estos elementos tienen
diversas funciones tales como la funcién catalitica en procesos metabdlicos, el control de la
asimilacion de otros nutrientes, y el uso de energia. Cabe mencionar aqui, que aproximadamente
25% de las proteinas en el organismo humano contienen en su estructura uno o mads iones
metadlicos; entre estas metaloproteinas se encuentran metaloenzimas, proteinas de transporte y
almacenamiento, y proteinas que participan en la transduccidn de las sefiales intra- vy
extracelulares[115]. Por otra parte, se ha demostrado que las especies metalicas de baja masa
molecular también pueden ejercer efectos benéficos in vivo.

Ya fue mencionado que el incremento del estrés oxidativo y la inhabilitacién de los
mecanismos de defensa antioxidante son considerados importantes factores que contribuyen a la
patogénesis y progreso de la diabetes mellitus[124-126]. En este sentido, los elementos como
cobre, selenio, manganeso y zinc estan presentes en varias enzimas relacionadas con el combate
al estrés oxidativo, y es de esperar que una alteraciéon en el metabolismo de estos elementos
incida directamente sobre la defensa antioxidante en el cuerpo. Como ejemplo, las enzimas del
grupo super éxido dismutasas (SOD) son metaloenzimas que contienen iones de Cu, Zn, Fe, Mn o
Ni como cofactor vy catalizan la dismutacion de super o6xido en oxigeno y perdxido de
hidrégeno[127, 128] formando una importante defensa antioxidante en la mayoria de las células
expuestas al oxigeno. Existen varios tipos de super éxido dismutasa (SOD), en la SOD1, el cobre y



21

el zinc son parte de la enzima, la cual se encuentra en el citoplasma de practicamente todas las
células eucariotas [115, 128]; la enzima SOD2 6 SOD-Mn mitocondrial, como su nombre lo indica,
se encuentra en humanos en las mitocondrias y contiene en su centro activo manganeso[115,
124, 128]. Es relevante mencionar que ciertas poliaminas ciclicas de manganeso, asi como
derivados de sales de manganeso mimetizan la accidon de la enzima super oxido dismutasa
(SOD)[129-132]. Por otro lado, la familia de las glutatién peroxidasas (GSH-Px) agrupa a 4 tipos
distintos de selenoproteinas en mamiferos. De acuerdo a estudios en animales, cultivos celulares y
estudios genéticos diversos, su funcidon principal es responder a los ataques oxidativos mediante la
eliminacion (reduccién) de perdxido de hidrégeno y de hidroperdxidos organicos, como son los
productos téxicos de la peroxidacidn lipidica[133-135]. En el centro activo de estas enzimas estd
presente el aminodacido proteinogénico Se-cisteina; la inactivacién de estas enzimas es una de las
causas de la sobreproduccién de radicales hidroxilo y anidn super éxido durante el proceso de
estrés oxidativo. La GSH—Px es esencial para la remocién de productos téxicos formados durante
la peroxidacion lipidica[134, 135], pero la actividad de estas enzimas se vio disminuida en
pacientes diabéticos, el efecto es asociado con el decremento de selenio en estos pacientes
respecto a las personas sanas[52, 136-138].

Cromo

La suplementacién de cromo (picolinato de cromo) parece mejorar el control glucémico en
pacientes con diabetes tipo 2, esto parece deberse a un incremento en la accidn de la insulina [64,
109, 139-141]. En un estudio realizado en pacientes diabéticos tipo 2 (no fumadores) se
obtuvieron niveles de Ni, Pb, Al, Cu, Cr, Cd y Hg en plasma, significativamente mds altos que en
controles, ademas se encontrd una correlacion estadisticamente significativa entre los niveles de
hemoglobina glucosilada en plasma y los niveles de los metales antes mencionados[101]. Las
deficiencias de elementos traza esenciales en muestras biolégicas de mujeres diabéticas, entre
ellos cromo, pudieran tener un papel en la patogénesis de la enfermedad[99]. El ion Cr (lll) ha
mostrado ser una forma esencial del elemento en ratas, ya que es requerido para la funcidn
normal de la insulina controlando el metabolismo de la glucosa. El cromo (Cr (l11)) se transporta en
el cuerpo ligado a la transferrina, ocupando los mismos sitios de enlace que el ion hierro. Se cree
que entre otros factores la diabetes pudiera deberse a la exclusion de cromo por hierro en sitios
de unién metabdlicos[142, 143].

Cobre

En el caso del cobre, un micronutriente esencial, se ve afectado su metabolismo durante la
diabetes; en un estudio llevado a cabo en pacientes diabéticos tipo 2, las complicaciones
metabdlicas estuvieron asociadas con alteraciones de algunos elementos, especialmente
cobre[122]. La produccién de especies reactivas de oxigeno (las cuales como se mencioné
anteriormente estan asociadas al desarrollo de diversas patologias, entre ellas diabetes 1[125,
126, 144, 145]) es facilitada por la presencia del ion cobre. Hay que resaltar que las alteraciones de
la homeostasis de cobre que resultan en el aumento de Cu(ll) libre, han sido asociadas con la
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produccidon del radical hidroxilo a través de la reaccidon de Fenton[146]. En un estudio realizado en
ratones diabéticos al administrarles un agente quelante de cobre se redujo la resistencia a la
insulina, se aminoro la intolerancia a glucosa y adicionalmente decrecieron los niveles de
triglicéridos en suero. Esto sugiere que el ion cobre esta involucrado en el desarrollo de diabetes
tipo 2[144]. Las perturbaciones en el metabolismo del cobre son una caracteristica en la diabetes,
por ejemplo, niveles elevados de cobre en plasma y la defensa oxidante comprometida
relacionada con los efectos inducidos por la diabetes sobre las enzimas que contienen cobre. La
enzima Cu - superdxido dismutasa es alterada durante diabetes[131, 147, 148]. El dafio oxidativo
inducido por cobre esta asociado con cancer, diabetes y enfermedades neurodegenerativas y
también, relacionadas con la edad avanzada[125, 148-150]. Tales alteraciones metabdlicas pueden
tomarse como medidas del incremento en el estrés oxidativo y la inflamacién, las cuales pueden
estar implicadas en el progreso de las patologias relacionadas con la diabetes[125, 126, 145, 150].
En un estudio en ratas se encontré que el picolinato de cobre(ll) tiene una mayor actividad
hipoglucémica que el respectivo complejo de vanadio, y se ha propuesto que este complejo
puede ser un potente agente antidiabético alternativo [114].

Hierro

Numerosas lineas de investigaciéon sugieren que el hierro puede jugar un papel en la
patogénesis de la diabetes tipo 11.[13, 151-153]. Hierro es un fuerte pro-oxidante y altos niveles de
hierro en la sangre estan asociados con niveles mas altos de estrés oxidativo que pueden
incrementar el riesgo de diabetes tipo 2[142, 143, 151, 152, 154, 155]. Numerosos estudios
epidemioldgicos han reportado una asociacidn positiva entre altos niveles de hierro en el cuerpo,
medido por el nivel de ferritina circulante y el riesgo de diabetes tipo 2 y de otros estados de
resistencia a la insulina tales como diabetes gestacional, sindrome metabdlico y sindrome
ovariano policistico[154, 156-158]. Aunado a ello, el incremento de la ingesta dietaria de hierro,
especialmente de hemo hierro, estad asociada con diabetes tipo 2 en poblaciones aparentemente
sanas[159]. Ademds varios estudios clinicos sugieren que la flebotomia que induce la reduccién de
los niveles de hierro en el cuerpo puede mejorar la sensibilidad a la insulina en humanos. Asi
mismo, se cree que la diabetes pudiera deberse a la exclusion de cromo por hierro en sitios de
union metabdlicos [142, 143]. La toxicidad de hierro libre en el ambiente celular se debe a su
participacion en la reaccion Fenton, en la que se genera el radical hidroxilo, altamente reactivo y
toxico.

Magnesio

Magnesio es uno de los iones mds abundantes presentes en células vivas y su concentracion
en plasma es remarcablemente constante en personas saludables. El plasma y la concentracién de
magnesio intracelular estan estrechamente regulados por muchos factores. Entre ellos la insulina
parece ser uno de los mas importantes[34, 64]. La deficiencia de magnesio es el disturbio del
metabolismo de metales mas evidente en la diabetes mellitus insulinodependiente [100, 160].
Hipomagnesemia ha sido asociada tanto a complicaciones metabdlicas graves como a
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complicaciones crdnicas tardias en diabetes. Particularmente preocupante, es la asociacién entre
hipomagnesemia y la enfermedad de corazén isquémico y retinopatia severa en humanos con
diabetes mellitus. Una suplementacién apropiada de magnesio podria proveer beneficios en la
normalizacién de bajos niveles de magnesio en plasma y tejido y prevenir o retardar el desarrollo
de complicaciones vasculares en pacientes diabéticos[34, 100, 160, 161].

Manganeso

Las deficiencias de manganeso, pudieran tener un papel en la patogénesis de la enfermedad
[99]. Asimismo, se ha visto que poliaminas ciclicas de manganeso, asi como derivados de sales de
manganeso mimetizan la accién de la enzima super oxido dismutasa (SOD)[129-131]. Elion Mn (ll)
produce hipoglucemia en ratas, independientemente de la dosis, se ha visto que Mn(ll) puede
tener un efecto periférico en la entrada de glucosa a las células[162]. El polimorfismo de la enzima
Mn-SOD(super 6xido dismutasa) parece estar asociado con nefropatia y retinopatia en pacientes
diabéticos tipo II[163]. Datos substanciales indican que el estrés oxidativo esta involucrado en el
desarrollo de retinopatia diabética [124, 164, 165]. De la misma manera, metaloporfirinas de Mn
(1) son capaces de entrar a la mitocondria en niveles suficientes para asegurar una accidn
antioxidante, lo cual lo hace un elemento efectivo para tratar el estrés oxidativo inducido como en
el caso de cancer, dafo por radiacidn y diabetes[132]. En un estudio realizado en ratas se encontré
que el picolinato de manganeso tiene una mayor actividad hipoglucémica que su complejo de
vanadio[114].

Selenio

Los datos disponibles sobre el rol de selenio en diabetes son inconsistentes y parece existir un
enigma por su relacidn con la diabetes, por un lado la ingesta de antioxidantes esta asociada a
efectos benéficos en la enfermedad, pero estudios recientes demuestran una correlacién directa
entre niveles altos de selenio y la incidencia de diabetes en humanos[166, 167]. El selenio ademas
de poseer propiedades antioxidantes bien conocidas, tiene propiedades miméticas en la insulina,
en estudios realizados en animales no sélo restaura el control glucémico, ademas previene o alivia
efectos diabéticos adversos en plaquetas y en funciones cardiacas y renales[27, 112, 168]. En
poblaciones con alto nivel de selenio con excepcion de mujeres embarazadas, sus suplementos no
son recomendables para la prevenciéon de diabetes. Los efectos antidiabéticos parecen estar
restringidos a dosis altas y cercanas a la toxicidad, las cuales no pueden usarse en humanos; y las
futuras investigaciones deberan considerar el estado de la enfermedad[167]. Se ha visto que la
ingesta de selenio puede prevenir alteraciones inducidas por diabetes[64, 107, 111, 135, 167, 169,
170]. Bajos niveles de selenio y/o glutatién peroxidasa parecen estar implicados en nefropatia
diabética[107]. Ebselen, un compuesto a base de selenio mimetiza la accidn de la enzima glutatién
peroxidasa(GSH-Px)[171]. Es sabido que compuestos de selenio pueden restaurar algunos
parametros metabdlicos en diabetes. Los efectos benéficos de selenito de sodio parecen ser
resultado de la restauracion de las actividades alteradas de las enzimas antioxidantes en tejido
cardiaco diabético[172]. La ingesta de selenito de sodio en ratas, normaliza alteraciones en tejido
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6seo inducidas por diabetes[173]. Se ha encontrado que selenio tiene propiedades
insulinomiméticas, en ratones diabéticos un tratamiento con selenito mejord los niveles de
glutatidon en cerebro, rifiones, higado y testiculos. Los ratones diabéticos tratados con selenito
bajaron sus niveles de glucosa en sangre[27].
Litio

Los efectos de la suplementacion de litio en condiciones diabéticas fueron estudiados en
ratas, al suministrar carbonato de litio el contenido de litio en higado y musculo regresé a su rango
normal, disminuyd la destruccion de células beta en el pancreas, decrecio el nivel de glucosa en
sangre, entre los indicadores de estrés oxidativo decrecieron los niveles de peroxidacion lipidica
en sangre, mientras que regresaron a niveles normales los niveles de super éxido dismutasa en
eritrocitos, y glutation y los niveles de glutation peroxidasa aumentaron. Estos resultados
sugirieron que la restauracion de litio a sus niveles normales en higado y musculo de animales
diabéticos estd asociado no sélo con un decremento de glucosa en sangre, si no con una reduccién

del estrés oxidativo, y consecuentemente con la proteccion de las células pancreaticas secretoras
de insulina[174].

Zinc

El zinc es un elemento traza esencial crucial para la funcidn de mas de 300 enzimas y es
importante para procesos celulares como la divisién celular y la apoptosis. El contenido de zinc en
las células beta del pancreas esta entre las mas altas en el cuerpo, sin embargo, muy poco se sabe
acerca de la ingesta y almacenamiento de zinc dentro de estas células. Por lo tanto, la
concentracion de zinc en el cuerpo esta estrechamente regulada y disturbios en la homedstasis del
zinc han sido asociados con muchas enfermedades, incluyendo diabetes[99, 131, 147, 169, 175-
182]. La suplementacion de zinc en animales y humanos ha mostrado mejorar el control glucémico
en diabetes tipo | y Il, sin embargo el mecanismo molecular subyacente no se conoce con
exactitud[179, 182, 183]. El zinc parece ejercer efectos parecidos a la insulina apoyando la sefial
de transduccion de la insulina y reduciendo la produccion de citosinas, las cuales llevan a la
muerte a las células beta durante los procesos inflamatorios en el pancreas durante el desarrollo
de la enfermedad. Ha sido demostrado que el zinc es necesario en la biosintesis de la insulina,
ayudando a formar hexameros de pro-insulina en las células beta del pancreas[45]. Por otro lado,
el zinc podria jugar un papel en el desarrollo de diabetes, desde polimorfismos genéticos en el gen
del transportador de zinc 8 (ZnT8) y los genes que codifican metalotioneinas estan asociado con la
diabetes mellitus tipo 2[175, 179, 182]. El zinc forma un complejo con metalotioneina en células
betas que da proteccidén contra radicales libres, los cuales se vuelven activos activan durante las
respuestas inmunes desencadenadas por bacterias y virus, por ejemplo. En el pancreas de los
mamiferos, altas concentraciones de zinc son co-secretadas con la insulina, la cual puede entonces
permear las células beta a través de los abundantes canales de calcio[184].
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Tomando como ejemplo los efectos comentados anteriormente, de zinc y de selenio, estos
parecen indicar claramente que, evitando las deficiencias y las sobredosis de elementos traza
esenciales, quizd seremos capaces de reducir la incidencia de diabetes [183].

Vanadio

Elementos traza como el vanadio previenen hiperinsulinemia, parcialmente por su propia
actividad insulinica, la cual es también una propiedad de la interleucina-1 (IL-1)particularmente
durante los periodos de enfermedad y estrés. Como la IL-1, el vanadio puede remplazar a la
insulina por muchas horas y regular el metabolismo de la glucosa. Vanadio, e IL-1 aseguran que las
células beta productoras de insulina en el pancreas no pierdan mucho zinc[183]. El compuesto
mas utilizado como insulinomimético es el picolinato de oxovanadio (1V)[114, 185] . Sin embargo,
recientes estudios experimentales muestran que hay un vinculo entre vanadio y estrés oxidativo
en la etiologia de la diabetes[98].

Molibdeno

Molibdeno es un elemento traza esencial para plantas y animales. La via natural de entrada
del molibdeno al organismo es mas que nada a través de la ingesta de vegetales, principalmente
leguminosas[186]. El molibdeno permite la fijacion del nitrégeno en las plantas, esto debido a que
el molibdeno es el cofactor de la enzima nitrogenasa, la cual cataliza la conversién de nitrégeno
atmosférico a amoniaco, asi mismo la nitrato reductasa necesita molibdeno para su actividad
[187]. Actualmente los complejos de Mo(VI) como agentes antidiabéticos son de un interés
considerable [185, 188]. Se ha visto que complejos con Mo(VI) tienen propiedades hipoglucémicas
[185], no hay reportes en la literatura que liguen a este elemento con complicaciones en diabetes
en humanos, sin embargo en un experimento realizado en fluidos bioldgicos de pacientes
diabéticos con distinto grado de progreso de diabetes se encontré que puede estar
correlacionado con el progreso de la enfermedad[189]. Este elemento esta relacionado con un
caso de molibdenosis en alces con una deficiencia secundaria de cobre, lo cual junto a elevados
niveles de insulina en los alces afectados sugiere una diabetes tipo Il inducida
ambientalmente[190]. El molibdeno es utilizado para aliviar intoxicaciones con cobre, como la
enfermedad de Wilson, lo cual ilustra su relacién antagdnica con cobre [17-19]. Ademas, la
administracidon intravenosa de sales de tiomolibdenato disminuyeron significativamente los
niveles de cobre en sangre de ovejas intoxicadas con este metal [18]. A la vista de estos
antecedentes es importante recalcar que la transferencia de molibdeno en humanos sigue las
mismas reglas que las que se han encontrado para mamiferos [191], por todo esto es importante
estudiar los posibles efectos adversos de molibdeno en pacientes diabéticos.

1.3.2. Xenobidticos no esenciales.

Los llamados metales pesados son conocidos por ocasionar efectos adversos a la salud, por
largos periodos de tiempo. La industrializacion descontrolada ha desencadenado la contaminacion
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con grandes cantidades de metales pesados en todo el mundo. Las formas fisicoquimicas de estos
elementos pueden perjudicar el funcionamiento de los sistemas de defensa del organismo contra
estrés oxidativo. Los metales como hierro, cobre, cromo y vanadio experimentan ciclos redox en
condiciones fisioldgicas y de esta manera pueden incidir en una mayor produccién de radicales
libres o especies oxigeno reactivas[155, 192]. En este sentido, ya fue mencionado que el sistema
Cu(ll)/Cu(l) y Fe(lll)/Fe(ll) pueden activar la produccion del radical hidroxilo en la reaccién de
Fenton. Por otro lado, metales pesados como cadmio, mercurio, plomo y niquel presentan alta
afinidad al grupo tiol, por lo que se unen a glutationa inhabilitando este antioxidante celular
mayoritario. Como consecuencia, aumentan la peroxidacion lipidica, el dafio al ADN y se altera la
homedstasis de calcio y sulfhidrilo, todos estos procesos importantes en la patogénesis y el
progreso de la diabetes[98, 192, 193]. Aunado a ello, en un estudio realizado en pacientes
diabéticos tipo 2 (no fumadores) se obtienen niveles de Ni, Pb, Al, Cu, Cr, Cd y Hg en plasma
significativamente mas altos que en controles, ademas se encontré una correlacion
estadisticamente significativa en plasma entre los niveles de hemoglobina glucosilada vy los
niveles de los metales antes mencionados[101]. A continuacidn se presenta un resumen de las
evidencias que sugieren que algunos metales pesados pueden jugar un papel importante en
diabetes como factores de riesgo ambientales.

Aluminio

Los diabéticos tienen mayor riesgo de desarrollar insuficiencia renal [194]. La toxicidad por
aluminio se ha encontrado con mayor frecuencia en pacientes con funciones renales disminuidas y
se acumula en mayor grado en tejidos de pacientes diabéticos. Estudios en pacientes con
enfermedad renal en fase terminal han visto implicaciones de exceso de aluminio como una causa
potencial de reducciones en las funciones cardiacas[194].

Plomo

Hay evidencias de que el metabolismo de muchos elementos traza es alterado durante
diabetes, y que estos podrian tener roles especificos en la patogénesis y progreso de la
enfermedad. Uno de estos estudios muestra que los valores medios de plomo, cadmio y arsénico
fueron significativamente mas altos en muestras de cabellos de pacientes diabéticos comparado
con controles[120], mientras que en otro altos niveles de plomo en los dientes pueden estar
relacionados con diabetes[195]. Asimismo hay una asociacion directa entre la exposicion a plomo,
presion arterial alta, enfermedades cardiacas y diabetes[75]. Se puede asumir que en
enfermedades diabéticas el plomo puede intensificar cambios patolégicos en la actividad
enzimatica[196].

Arsénico

El efecto de ciertos xenobidticos parece tener un rol especifico en la patogénesis y el
progreso de diabetes. La exposicion crdnica a arsénico inorganico ha sido asociado con un
incremento de la incidencia de diabetes tipo 2 [197, 198]; en particular la presencia de altas
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concentraciones de arsénico en agua de grifo ha sido asociada con un incremento del riesgo de
desarrollar diabetes tipo2 en la poblacidon expuesta[199]. Aunque los resultados de estudios
epidemioldgicos en dareas con baja exposiciébn o riesgo ocupacional estdn inconclusos, la
investigacion en laboratorio ha demostrado que la exposicidn a arsénico inorganico puede
producir efectos que son consistentes con los de la diabetes tipo 2 [199]. Muchos factores estan
involucrados en la forma en la cual arsénico contribuye a la incidencia de la diabetes. Algunos
estudios sugieren que arsénico puede incrementar el riesgo de diabetes tipo 2 por multiples
mecanismos, afectando un conjunto de eventos, los cuales desencadenan la enfermedad. El
arsénico afecta la sensibilidad a la insulina en tejido periférico modificando la expresién de genes
involucrados en la resistencia a la insulina y cambiando células de su ruta de diferenciacién a la de
proliferacién. En el higado perturba la produccidn de glucosa, mientras que en las células beta del
pancreas disminuye la sintesis y secrecidn de insulina y reduce la expresién de enzimas
antioxidantes. Las consecuencias de estos cambios en la expresion de genes incluyen la reduccidn
de secrecidn de insulina, la inducciéon de estrés oxidativo en el pancreas, la alteracion de la
glucogénesis, la proliferacion anormal y el patron de diferenciacion de musculo y adipocitos asi
como la resistencia periférica a la insulina[197, 198]. Estudios epidemioldgicos llevados a cabo en
Taiwan, Bangladesh y Suecia han demostrado un efecto diabetogénico de arsénico, si bien los
mecanismos permanecen poco claros y se requiere mayor investigacion[73]. Se especula que el
arsenato puede substituir al fosfato en la formacién de adenosintrifosfato y otros fosfatos
intermedios involucrados en el metabolismo de la glucosa, lo cual podria teéricamente disminuir
el metabolismo normal de la glucosa, interrumpiendo la produccidn de energia, e interfiriendo con
la secrecion de ATP-insulinodependiente. Sin embargo esto no es factible cuando el As se presenta
en bajos niveles de concentracidn; por su parte, la induccién de estrés oxidativo e interferencias
en la transduccién de sefal 6 expresion de genes por arsénico o sus metabolitos metilados son la
causa mas probable de diabetes inducida por arsénico a través de mecanismos de induccidn de
resistencia a la insulina y disfunciones en las células beta. El estrés oxidativo ha sido sugerido
como el mayor vinculo patogénico entre la resistencia a la insulina y disfunciones en las células
beta mediante mecanismos que involucran la activacion del factor nuclear kappa B, el cual
también es activado por bajos niveles de arsénico. Estos defectos pueden ser los responsables
para la diabetes inducida por arsénico, pero se requieren mas investigaciones para probar esta
hipdtesis[73].

Cadmio

Recientes estudios epidemioldgicos sugieren una asociacién directa entre la exposicion al
contaminante ambiental cadmio y la incidencia y severidad de la diabetes[70]. El cadmio en la
diabetes esta asociado a dafo por estrés oxidativo, la ruta primaria de la toxicidad del cadmio es
su capacidad para inhabilitar al tripeptido glutation (GSH) y a enlazarse a los grupos sulfidrilo de
las proteinas[98]. Ademads, estudios en animales y humanos indican que el cadmio puede
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potenciar o exacerbar la nefropatia diabética. Dichos estudios también muestran que el cadmio
reduce los niveles de insulina y tiene efectos citotdxicos directos en el pancreas. Juntos estos
resultados indican que el cadmio podria ser un factor en el desarrollo de algunos tipos de diabetes
e incrementan la posibilidad de que el cadmio y la hiperglucemia relacionada con diabetes puedan
actuar de manera sinérgica para dafar los riflones[70]. Hay evidencias de que el metabolismo de
muchos elementos traza es alterado durante diabetes, y que estos podrian tener roles especificos
en la patogénesis y progreso de la enfermedad.

Mercurio

Mercurio al ser un xenobidtico altamente téxico en condiciones fisioldgicas normales, es de
suponer que sea especialmente dafiino durante diabetes, uno de sus efectos adversos es su
contribucidn al dafo oxidativo, uno de los principales factores en diabetes[200]. Por su especial
afinidad al grupo tiol, el Hg** forma uniones con glutationa, desactivando de esta manera uno de
los mas importantes antioxidantes celulares[98, 193].

Niquel

El niquel en diabetes ha sido asociado con el dafio oxidativo en pacientes diabéticos. La ruta
primaria de la toxicidad del niquel es su capacidad para inhabilitar al antioxidante glutation y para
enlazarse a los grupos sulfhidrilo de las proteinas[98]. El niquel puede contribuir al progreso de
patologias en drganos especificos en enfermedades inducidas por infecciones, de cardcter
autoinmune o inflamatorias tales como diabetes[201]. En un estudio llevado a cabo en ratas,
tratadas con niquel, este tratamiento provocé una elevacidon importante y transitoria de los
niveles de glucosa en plasma, conduciendo de manera simultdnea a una hiperglucagonemia e
hipoinsulinemia, lo cual sugiere que ambos, cambios en glucagon e insulina son esenciales en el
desarrollo de la hiperglicemia inducida por niquel[202]. En un estudio realizado en pacientes
diabéticos tipo Il se observa que los niveles de niquel en orina de diabético fueron mas altos que
en controles[119].

1.4. Enfoque metalémico del estudio

El término metaldmica se refiere a un drea de investigacion interdisciplinaria definida como el
estudio de la presencia y la funcidn de metales/metaloides en sistemas bioldgicos, incluyendo las
posibles interacciones entre ellos [203-208]. En las secciones anteriores quedé demostrada la
importancia de micronutrientes minerales y de xenobidticos no esenciales en pacientes con
diferente grado de avance de diabetes. Se considera entonces que la evaluacién de estatus de
elementos traza, su distribucidén en fluidos bioldgicos, en tejidos u drganos de pacientes, su
especiacién y también la evaluacion de la biodisponibilidad en diferentes productos alimenticios
se encuentran dentro del drea de la metalémica y los resultados analiticos obtenidos permitan
avanzar en el mejor entendimiento del papel que estos elementos tienen en la patogénesis y el
progreso de la enfermedad.
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I.5. Enfoque regional del estudio

En el territorio del Estado de Guanajuato se han reportado lugares con altas concentraciones
de algunos metales/metaloides tales como arsénico, mercurio, plomo, cromo, niquel, etc [209,
210]. La presencia de estos elementos en diferentes compartimentos del medio ambiente se debe
a los yacimientos naturales de minerales [81] y, por otro lado a diversos actividades industriales
desde la industria petrolera, metalurgica, automotriz hasta curtiduria [10, 82, 85, 87, 211-213]. En
este contexto parece interesante evaluar posibles asociaciones entre el contenido de
metales/metaloides en aguas vy la incidencia de la diabetes mellitus 2 en nuestro estado, lo que
podria ser un complemento util en la evaluacion de riesgos de la enfermedad. Por otra parte, ha
sido reconocida la necesidad de desarrollar e implementar estrategias de remocién de metales en
sitios contaminados. En cuanto a los antecedentes de nuestro grupo de trabajo, se demostrd la
factibilidad del uso de nanoparticulas de fierro para la remocidén de especies de arsénico en
sistemas acuosos [214] y la reduccién de cromo hexavalente por hongos filamentosos, aislados de
suelos contaminados [215, 216]. Para avanzar en este tema se propone incluir en el trabajo el
estudio de alginato en forma de pelicula para la remocién de plomo.

1.6. Precursores y productos de glicacion avanzada in vivo y en alimentos

Hoy en dia, en el diagndstico, seguimiento y prondstico de la diabetes se tienen definidos una
serie de marcadores de la enfermedad tales como el nivel sérico de glucosa, prueba de tolerancia
a glucosa, actividad de insulina, nivel de colesterol y triglicéridos, asi como el nivel de
hemoglobinas glicosiladas[54, 217]. Es importante resaltar, sin embargo, que se siguen buscando
ensayos de mayor selectividad, que al mismo tiempo sean faciles de implementar en laboratorios
clinicos de rutina. En este sentido, se reconoce la importancia de la acelerada glicacién y del
aumento de estrés oxidativo, como procesos que contribuyen en el desarrollo y progreso de las
complicaciones[35, 41-44]. En particular, la glicacion es la consecuencia directa de la
hiperglucemia y consiste en la formacién de enlaces quimicos entre glucosa y las bio-moléculas,
alterando de esta manera sus funciones bioldgicas con dafos irreversibles en diferentes tejidos,
organos y sistemas. Es por ello, que un grupo de los marcadores propuestos son los llamados
productos finales de la glicacidn avanzada (AGEs por sus siglas en inglés)[218].

1.6.1. Productos finales de glicacion avanzada (AGEs)

Las reacciones entre azUcares reductores y aminoacidos fueron observadas por primera vez por el
quimico francés Louis-Camille Maillard, a principios del siglo XX, y después estudiadas
extensivamente en el contexto de la diabetes y de la ciencia de los alimentos. En particular, la
caracterizacion estructural y la cuantificaciéon de los AGEs es uno de los puntos clave en el
entendimiento de los mecanismos moleculares responsables de las complicaciones de esta
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enfermedad([38, 219, 220]. Asimismo, los estudios realizados en la ultima década sugieren que, no
solamente los AGEs enddgenos sino también los AGEs provenientes de la comida y/o tabaco
podrian tener relevancia en diabetes [221, 222]. Consecuentemente, existe una fuerte demanda
de los procedimientos analiticos que permitan la cuantificacidn de este tipo de compuestos en
muestras clinicas y en productos alimenticios.

La principal dificultad en la cuantificacién de los AGEs es que este término se refiere a un
grupo grande y heterogéneo de compuestos que incluye pirralinas, imidazolonas, N-e-
(carboximetil)-lisina (CML), N-e-(carboxietil)-lisina (CEL), pentosidina, entre otros. Dependiendo de
las condiciones de reaccion, se han descrito diferentes rutas de su formaciéon, mismas que se
presentan de manera global en la Figura 2. La ruta cldsica (re-arreglo Amadori) puede involucrar
etapa de oxidacion, cuyos principales productos son CML y pentosidina. En el caso de la ruta no-
oxidativa, el AGE mejor caracterizado es la pirralina. Por otra parte, la degradacion de glucosa, de
las bases Schiff o de los productos Amadori conduce a los intermediarios altamente reactivos
(lamados «-dicarbonilos u oxoaldehidos) tales como 3-desoxiglucosona (3-DG) y metilglioxal
(MGO).
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Figura. 2. Esquema global de la formacién de AGEs. (CML-N-g-(carboximetil)-lisina; CEL - N-e-
(carboxietil)-lisina, GOLD — dimero de glioxal-lisina, MOLD — dimero de metilglioxal-lisina, DOLD —
dimero de deoxiglucasona-lisina)[40].
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Los principales AGEs derivados de esta ruta son dimeros de los compuestos antes mencionados.
Cabe mencionar que las hemoglobinas glicosiladas y especificamente el compuesto mayoritario
HbA1c (incluido en la lista de marcadores utilizados actualmente), también es un AGE. La ventaja
de utilizar el nivel de HbAlc en el seguimiento de los pacientes es que este parametro no depende
de la ingesta reciente de la glucosa sino representa el promedio de la glucemia en las ultimas 6-8
semanas. Existen sin embargo importantes limitaciones de este marcador tales como su
dependencia de las condiciones clinicas del paciente no asociadas a diabetes, un tiempo de vida
relativamente corto de hemoglobinas y su presencia practicamente exclusiva en el torrente
sanguineo.

Los ensayos de los AGEs abarcan los procedimientos basados en sus propiedades épticas, uso
de radiomarcadores, técnicas inmunoquimicas y/o técnicas de analisis estructural. Cabe
mencionar que algunos AGEs tales como la pentosidina y las imidazolonas son fluorescentes; su
rigidez estructural se debe a un entrecruzamiento entre residuos de arginina y lisina en las
proteinas. Aunque los ensayos basados en las mediciones directas de fluorescencia carecen de
especificad, estos son Utiles en la evaluacidn del dafio acumulativo a las proteinas. En este
contexto, en nuestro grupo de trabajo se desarrollé un procedimiento rapido y simple para la
evaluacion de los AGEs fluorescentes en la fraccion de baja masa molecular del suero humano
(principalmente pentosidina) [223]. El procedimiento requiere una alicuota relativamente
pequefia de suero (20 pl), de la que se eliminan las proteinas (acido tricloroacético), los lipidos
(extraccion con cloroformo) y, después de una filtracidn, la muestra se introduce a un sistema de
flujo con dos detectores conectados en-linea: uno espectrofotométrico (280 nm) y otro
espectrofluorimétrico (Aex = 247 nm, Aem = 440 nm). Para aumentar la selectividad del
procedimiento para los AGEs, la sefial analitica se definid6 como la relacidon entre fluorescencia
relativa (AGEs) y absorbancia en 280 nm (péptidos). En la etapa de calibracion se utilizé el
estandar AGE-BSA obtenido mediante la incubacién de albumina (BSA) con glucosa y su hidrélisis
con proteinasa K. En la primera aplicacion del procedimiento se analizaron 41 sueros de pacientes
diabéticos, obteniéndose una correlacion estadisticamente significativa entre los resultados de
este procedimiento y los obtenidos por el inmuno-ensayo (r = 0.8477, p < 0.05). La utilidad del
procedimiento ha sido confirmada posteriormente en estudios clinicos; cabe mencionar que los
AGEs pueden ser evaluados por este procedimiento no solamente en suero pero también en orina,
saliva y piel de los pacientes [107].

Como ya se menciond la busqueda de métodos para la determinacién de AGEs es uno de los
tépicos de interés no sdélo local o regional, su busqueda es relevante a nivel mundial[224]. El
siguiente reto en el trabajo sobre los AGEs ha sido contar con procedimientos selectivos, basados
en la separacidon cromatografica y la cuantificacion de los compuestos individuales, enfocandose
principalmente en pentosidina, glioxal y metilglioxal. A continuacidn se presentan los
antecedentes para cada uno de ellos.
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1.6.1.1 Pentosidina

La formula quimica de la pentosidina se presenta en la Figura 3, donde se puede observar la
presencia de enlaces dobles conjugados que confieren a este compuesto propiedades
fluorescentes. La pentosidina fue aislada por primera vez del coldgeno humano y posteriormente
encontrada en una gran variedad de tejidos[225], ademas se observd su acumulacion con el
progreso de la diabetes y sus complicaciones[38, 226, 227]. Se ha demostrado también la
presencia del mismo compuesto en alimentos [228-232].
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Figura 3 Estructura de la pentosidina

Actualmente, la pentosidina es considerada un marcador quimico del tratamiento térmico de
alimentos[233]. Es también importante mencionar algunos estudios, donde se llevé a cabo la
determinacion de pentosidina en alimentos y en fluidos/tejidos bioldgicos con el fin de buscar
posibles correlaciones entre la ingesta de los AGEs exdgenos y el desarrollo de complicaciones en
la diabetes [226, 227, 234]. Ademas de ensayos inmunoquimicos[235, 236], la pentosidina ha sido
determinada mediante diversos procedimientos analiticos, aprovechando sus propiedades
fluorescentes [237, 238].

En nuestro grupo de trabajo, y como parte de la investigacion realizada en esta tesis, se ha
sintetizado el estdandar de pentosidina y hemos propuesto un procedimiento para su
determinacidon en orina, mediante cromatografia de liquidos en fase inversa con deteccidn
espectrofluorimétrica [239].



33

1.6.1.2 Glioxal y metilglioxal como precursores de los AGEs y marcadores del dafio oxidativo

Glioxal ((CHO),) y metilglioxal (CH;CO-CHO) son generados in vivo como productos
intermediarios de las reacciones Maillard, de la degradacion de glicoproteinas y de la peroxidacidn
de lipidos; ambos son precursores de los AGEs [240, 241] (Fig. 2); ademas, el metilglioxal es un
compuesto enddgeno generado en bajas concentraciones en varios procesos metabdlicos de
caracter enzimatico y no-enzimatico [242, 243]. En la Figura 4 se presentan los AGEs derivados del
metilglioxal (MG), mismos que han sido detectados in vivo y cuya formacidn ha sido asociada con
diabetes y otras enfermedades[242].

AGE’s derivados de la arginina AGE'sderivados AGE’s derivados de
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Figura 4. Estructuras de los AGEs derivados de metilglioxal. Con los residuos de arginina MG
forma: N-g-(5-hidro-5-metil-4-imidazolon-2-il)-L-ornitina (MG-H1), acido 2-amino-5-(2-amino-5-
hidro-5-metil-4-imidazolon-1-il)-pentanoico (MG-H2), acido 2-amino-5-(2-amino-4-hidro-4-metil-5-
imidazolon-1-il) pentanoico (MGH3); N-(5-hidroxi-4,6-dimetilpirimidina-2-il)-L-ornitina
(argpirimidina), N-(4-carboxi-4,6-dimetil-5,6-dihidroxi-1,4,5,6-tetrahidropirimidina-2-il)-L-ornitina
(THP); con residuos de lisina, MG forma - N-¢-(carboxietil)-lisina (CEL), dimero de metilglioxal-lisina
(MOLD); mientras que con lisina y arginina se han encontrado 2-amonio-6-(2-[4-amonio-5-oxido-5-
oxopentil)amino]-4-metill-4,5-dihidro-1H-imidazol-5-ilideno)amino)hexanoato (MODIC)[242].

Por otra parte, existen evidencias de que metilglioxal y glioxal presentan toxicidad directa a nivel
celular [244, 245]. En particular, se ha reportado que el metilglioxal puede inhibir sintesis de las
proteinas, modificar las funciones biolégicas de proteinas o acidos nucleicos y que es un agente
mutagénico [246, 247]. En estudios llevados a cabo en diferentes grupos de pacientes diabéticos
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se han observado elevados niveles de concentracidn de estos dos compuestos indicando una
posible relevancia en el desarrollo de complicaciones tipicas de la enfermedad [243, 244, 248-
250]. Por otra parte, ambos compuestos han sido aceptados como marcadores importantes de
estrés oxidativo [245, 251].

Debido a la importancia de estos dos compuestos como indicadores de la formacién de los
AGEs, de estrés oxidativo y debido a su toxicidad directa, ambos fueron determinados en
diferentes tipos de muestras incluyendo fluidos bioldgicos, tejidos asi como en productos
alimenticios. En el caso de muestras clinicas, este tipo de anadlisis presenta un reto debido a una
compleja matriz quimica, la reactividad de los analitos y/o la formacion de otros componentes de
la muestra, su distribuciéon intra- y extracelular asi como las bajas concentraciones. Tipicamente
los niveles reportados estdn en el intervalo de picomoles por gramo de biomasa [242, 252-254]. Es
por ello que las etapas del procedimiento analitico tipicamente incluyen un pretratamiento
dirigido a la eliminacién de la matriz y una pre-concentracion de los analitos, su derivatizacion y la
separacion por cromatografia de liquidos con deteccidn espectrofotométrica, fluorimétrica o por
espectrometria de masas [242, 243]. Se han propuesto también procedimientos basados en la
separacion por cromatografia de gases con diferentes tipos de detectores [253, 254].

1.6.2. Enfoque del estudio en el analisis de los AGEs y de sus precursores

Dada la importancia de los AGEs enddgenos y exdgenos en el desarrollo y progreso de la
diabetes, se considera este tema relevante para el trabajo de tesis. En particular, se define como
uno de los enfoques del estudio, desarrollar nuevos procedimientos analiticos para la
determinacidon de pentosidina, glioxal y metilglioxal en muestras clinicas y en muestras de
alimentos. Con base en la revisidn bibliografica presentada en las secciones anteriores, en el
desarrollo de dichos procedimientos se considera importante el disefio de la etapa de
pretratamiento de muestra y se propone el uso de cromatografia de liquidos con deteccion
fluorimétrica, explorando diferentes esquemas de derivatizacion pre-columna.
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l.7. Antecedentes

Este proyecto estuvo encaminado a la evaluacién analitica de los factores de riesgo
potenciales de diabetes mellitus 2 con aplicacion al estado de Guanajuato.

En el desarrollo del trabajo se plantearon las siguientes etapas:

(1) Seleccion de sitios de muestreo, tipo de muestras (aguas naturales, vegetales, alimentos,
fluidos bioldgicos) asi como de los elementos metalicos, metaloides y otros compuestos
reportados como factores de riesgo;

(2) Desarrollo/adaptacion de los procedimientos analiticos para su determinacidon en
muestras reales;

(3) Analisis estadistico de los resultados obtenidos.

Como antecedentes de este proyecto, considero pertinente mencionar a continuacién los
estudios relevantes realizados en nuestro grupo de investigacion, es para mi una forma de
reconocer el trabajo previo que sirvié para cimentar el propio:

1. Diagndstico de la calidad del agua superficial con enfoque en los contenidos totales y en la
especiacién analitica de elementos metalicos y de algunos metaloides [83, 212, 255];

2. Diagnéstico de la calidad del agua potable en la zonas urbanas del Estado de Guanajuato
enfocado a metales traza [84];

3. Determinacion de metales en tortilla mexicana y el estudio de su biodisponibilidad en el
modelo de tracto digestivo in vitro [256];

4. Perfil de elementos metdlicos y de algunos metaloides en aguas de grifo de la ciudad de
Guanajuato [209, 210];

5. Andlisis de los niveles de algunos metales y metaloides en orinas de los nifios en las
ciudades de Salamanca y Pénjamo([257];

6. Estudio del efecto de la exposicién a cromo trivalente de los trabajadores de la industria
curtidora en los pardmetros clinicos relevantes a diabetes [54];

7. Evaluacion de los niveles de selenio y su relacién con la actividad de glutationa peroxidada
en pacientes diabéticos tipo 2 [107].
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Capitulo I

OBIJETIVOS Y METAS

Objetivo general.

El objetivo general de este proyecto es incidir en el desarrollo de metodologias analiticas, cuya

aplicacion permita mejorar la evaluacidon de la incidencia y progreso de la diabetes mellitus 2 en el

Estado de Guanajuato

Objetivos particulares.

1.

Profundizar en el conocimiento del impacto de metales/metaloides en la incidencia y
progreso de la diabetes mellitus 2.

Desarrollar nuevos procedimientos analiticos para la determinacion de productos de glicacion
avanzada, sus precursores e indicadores de estrés oxidativo.

Metas correspondientes al objetivo particular 1:

1.

Evaluacion estadistica de wuna posible asociacién entre los niveles de
metales/metaloides en aguas y la incidencia de la diabetes mellitus 2 en el Estado de
Guanajuato.

Estudio del contenido total y biodisponibilidad de molibdeno y cobre en frijol como
un posible factor asociado al progreso de la diabetes mellitus 2.

Metas correspondientes al objetivo particular 2:

1.

Desarrollo de un nuevo procedimiento para la determinacién de pentosidina en fluidos
bioldgicos y en alimentos, mediante cromatografia de liquidos con deteccién
espectrofluorimétrica.

Desarrollo de nuevos procedimientos para la determinacién de glioxal y metilglioxal en
muestras clinicas y en alimentos, con base en la derivatizacidon pre-columna y cromatografia
de liquidos con diferentes tipos de detectores.
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Capitulo Il

PARTE EXPERIMENTAL

Materiales y Reactivos.

lll. Equipo de Laboratorio

I11.1. Instrumentacion analitica

Espectrdmetro de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS) modelo 7500ce
de Agilent Technologies, con celda de colisiones/reacciones tipo octapolo.

Cromatografo de gases modelo Clarus 500 de Perkin Elmer equipado con detector de
ionizacion por flama.

Cromatografo de liquidos de alta resolucion modelo 1200 de Agilent Technologies
equipado con detector espectrofotométrico de arreglo de diodos y detector fluorimétrico,
equipado con automuestreador, termostato de la columna y controlado por el paquete de
software ChemStation.

Espectrofotémetro UV/Vis modelo Spectronic 3000 Milton Roy con detector de arreglo de
diodos.

Espectrometro de emisidn atdomica con plasma acoplado por induccién (Shimadzu, ICP-
7510).

111.1.2 Columnas cromatograficas:

Kinetex C18 (150 x 3 mm, 2.6 um) de phenomenex.
TSK-gel GMPVXL de TOSOHAAS, 7.8mm x 300mm, 13um.
ZORBAX Eclipse AAA (150 x 3.0 mm, 3.5 um) de Agilent Technologies.

111.2. Equipos utilizados en procesamiento de muestra y/o preparacion de reactivos

Purificador de agua destilada Martes Flex/Cole Parmer Instrument Co. Modelo 60648.
Purificador de agua Milli Q Labconco Water PRO PS.

Potencidmetro Corning (313 pH/temperatura).

Liofilizador modelo 10-269 de Labconco y frasco Fast-Freeze 600 ml Labconco.
Centrifuga Labnet.

Speed Vac Vacufuge plus, Eppendorf.

Blogue de calentamiento Multi-Block, Barnstead/Labline.

Bascula de precisidon Denver Instrument company ACA-100.
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e Supelcoclean LC-18 SPE Tubo de 3mL, producto 57012 SUPELCO.
®  Filtros con tamafio de poro 0.2 um (Millipore, Bedford, MA).

111.3. Software y equipo de computo.
e Agilent Chemstation: LC and CE systems software.
e Agilent ICP MS Chemstation software.

e Unscrambler 7.5 (Camo, Norway).

111.4. Microorganismos y reactivos para medio de crecimiento y condiciones de exposicién
e  Bacteria gram positiva Bacillus subtilis 168.

e  Bacteria gram negativa Escherichia coli DH5.

e (Catalasa (una solucién 600 U/ml en agua estéril).

®  Medio nutritivo (Bioxon)

111.5. Reactivos para la digestion acida de biomasa
e Acido Nitrico Trace select (Fluka).
® Peréxido de Hidrogeno (30%) J.T.Baker.

11l.6. Estandares para la determinacion de contenido total de elementos traza

e  Estandar multielemental para muestras medioambientales de Agilent Technologies (100
mg/L Fe, K, Ca, Na, Mg; 10 mg/ L Ag, Al, As, Ba, Be, Cd, Co, Cr, Mn, Mo, Ni, Pb, Sb, Se, Tl, V,
Zn, U en 10% HNOs).

e Solucidn de mezcla de estandares internos: (In) (10 pg/L), (Li) (50 ug/L), (Y) (10 pg/L), (Bi)
(10 pg/L), (Sc) (25 pg/L), (Rh) (10 pug/L).

lll.7. Reactivos para la digestion gastro intestinal in vitro.

e Pepsina (Sigma CAS 9001-75-6 Lot 010M1513.)

e Sales biliares (Sigma CAS 8008-63-7 Lot 75H0449.)
e Amilasa (Sigma A-3176 Lot 105H0281.)

® Pancreatina (Sigma CAS 8049-47-6 Lot 56H0274.)

111.8. Reactivos para la determinacidon de glioxal, metilglioxal y dimetilglioxal.

® Glioxal (Go, ethanedial, Fluka).

e Metilglioxal (MGo, 2-oxopropanal, Sigma).

¢ Diacetil (DMGo, butane-2,3-dione, dimethylglyoxal, Fluka).

¢ Dietilglioxal (DEGo, hexane-2,3-dione, diethylglyoxal, Sigma).
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®  4-Metoxi-o-fenilendiamina dihidroclorhidrico (4-metoxi-o-phenylenediamine
dihydrochloride, Sigma ).

También se utilizaron los siguientes reactivos sigma:

e Acido clorhidrico.

e Acido acético.

e Fosfato dibasico de potasio.
e Hidréxido de sodio.

e 2-Mercaptoetanol.

¢ Cloruro de sodio.

e Trietilamina (TEA).

e Acetonitrilo.

e Metanol.

111.9. Reactivos para la determinacion de peroxido de hidrégeno.

Equipo comercial (Amplex” Red Assay kit A22189) de Invitrogen.

111.10. Reactivos para la sintesis y determinacién de Pentosidina.

Todos los reactivos utilizados en este apartado fueron provistos por Sigma-Aldrich.

e Ribosa.

e N-tBOC-Arginina.

®* N-tBOC-Lisina.

¢ Acido trifluoroacético.

¢ Acido heptafluorobutirico.
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Capitulo IV

RESULTADOS Y DISCUSION

El tema principal del trabajo de tesis ha sido el desarrollo y aplicacion de procedimientos
analiticos, potencialmente Utiles en estudios sobre la incidencia y progreso de la diabetes mellitus
tipo 2, enfocdndose principalmente en el andlisis de algunos componentes naturales y
contaminantes potenciales del medio ambiente y de la dieta. Con base en la revisidn bibliografica
y los resultados obtenidos anteriormente [258], se decidid enfocar una parte del trabajo en
molibdeno y cobre que podrian jugar un papel especifico en la enfermedad [12, 45, 98]. En las
etapas posteriores, el estudio se centrd en el andlisis de productos finales de glicacién avanzada y
sus precursores.

Capitulo IV.1.

IV.1.1 Evaluacion estadistica de una posible asociacion entre los niveles de metales/metaloides
en aguas y la incidencia de diabetes mellitus 2 en el Estado de Guanajuato.

Iniciando con el aspecto regional del trabajo, la primera etapa se centré en la bdsqueda de
posibles asociaciones entre los niveles de metales/metaloides reportados en agua de pozos
municipales del Estado de Guanajuato[8] y la incidencia de diabetes. Para ello, se realizd una
busqueda de datos sobre prevalencia de diabetes en nuestro estado en los afios 2008 y 2009[94,
95] y se utilizaron los datos del censo de poblacidn 2005 (cuando se realizd el estudio aun no
estaban disponibles los datos del censo 2010)[259]. Los resultados obtenidos se presentan en la
Tabla I.1, donde se puede observar que la distribucion entre los municipios no es uniforme, de tal
manera que en los municipios de Acdmbaro, Santa Catarina, Pueblo Nuevo y Moroledn en los dos
afios incluidos en el estudio, la incidencia de la diabetes en toda la poblacion fue claramente
mayor que en el resto de los municipios. Por otro lado, tomando en cuenta la poblaciéon en edad
productiva, la incidencia de la enfermedad fue mayor en los mismos municipios, pero también en
Dolores Hidalgo y Villagran. Para mayor claridad, en la Figura 1.1, los municipios con mas alta
prevalencia de diabetes en los afios 2008 y 2009 se marcan en el mapa del estado: con color verde
una incidencia mayor a 0.5% y con rojo mayor a 0.7%. Cabe mencionar que en Acdmbaro y Santa
Catarina se presentan aguas termales y el analisis de metales/metaloides indicé concentraciones
relativamente elevadas de As, por ello parecia interesante explorar posibles causas de las
diferencias en la prevalencia de diabetes entre municipios, haciendo énfasis en el posible papel de
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los llamados metales pesados. Con base en la revision bibliografica presentada en la revision
anterior, se tomaron en cuenta los niveles de arsénico, cadmio, cobre, cromo, hierro, manganeso,
plomo y selenio, reportados en pozos municipales del estado.[8]

Tabla I.1. Porcentajes de incidencia de diabetes con respecto al censo nacional de poblacién 2005,

en los municipios con mayor incidencia en el estado. [94, 95]

Porcentaje Porcentaje Rango de Porcentaje de Porcentaje de

de diabetes de diabetes 15 2 64 afios diabetes de diabetes de

15 a 64 afios 15 a 64 afios

Municipio poblacién Afio 2009 Afio 2008 Poblacion Afio 2009 Afio 2008
Acdmbaro 101762 0.58 0.61 60281 0.73 0.81
Atarjea 5035 0.34 0.40 2661 0.45 0.68
Coroneo 10972 0.52 0.40 6324 0.76 0.54
Cortazar 83175 0.49 0.41 50956 0.61 0.52
Dolores H. 134641 0.27 0.46 75260 0.36 0.74
Manuel D. 34313 0.49 0.39 19199 0.65 0.53
Moroleon 46751 0.52 0.69 28894 0.60 0.83
Ocampo 20579 0.32 0.42 10864 0.50 0.61
Pueblo nvo. 9750 0.69 0.37 5828 0.93 0.46
San José l. 59217 0.46 0.28 33679 0.70 0.40
Sta.Catarina 4544 0.81 0.75 2391 1.21 1.05
Villagran 49653 0.48 0.50 29889 0.64 0.66
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Figura 1.1. Mapa politico del estado de Guanajuato, en la que se marcan los municipios con
incidencia relativamente elevada de diabetes en los afios 2008 y 2009: en color verde se
presentan los municipios con incidencia mayor a 0.5% y en rojo mayor a 0.7%, en por lo

menos uno de los dos afios ya sea en incidencia total o en poblacion econémicamente
activa.

En la Tabla 1.2 se presentan en forma resumida los niveles de concentracién de estos
elementos, encontrados en el analisis de aguas de pozos en un estudio anterior[8].
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Tabla 1.2 Resultados de la determinaciéon de elementos traza en agua potable de pozos

municipales [8], se muestran los resultados de los pozos con concentraciones que superan
el maximo nivel permisible acorde con la norma: NOM PROY-NOM.SSA1-250-2007.

Concentracidon minima Concentracion méaxima
Elemento Méaximo nivel encontrada encontrada
permisible*, pug /L
pgL? Sitio ug/L Sito
. Sta. Catarina
As 10 <10 Varios 106
(N2 2)
Silao
Cd 3 <0.1 Varios 0.6 .
(La Joyita)
. Abasolo
Cr 50 <0.2 Varios 18.1
(Lourdes)
San Luis de la Paz
Fe 300 <4 Varios 4825
(Tanque la Caja)
. Cortazar
Mn 150 <0.5 Varios 3885
(Caracheo)
. Abasolo
Pb 10 <1 Varios 191
(Lourdes)
. Irapuato
Se 10 <10 Varios 224
(N2 41)

* Proyecto de NOM PROY-NOM.SSA1-250-2007, Agua para uso y consumo humano

El analisis estadistico fue realizado utilizando el método de componentes principales (PCA —
principal component analysis), con ayuda del paquete de software estadistico Unscrambler 7.5
(Camo, Norway). En este método, los parametros del sistema se presentan en una nueva y
reducida dimensionalidad, determinada por los factores principales. Los modelos obtenidos
permiten detectar posibles relaciones entre las variables, mediante su agrupacion en nuevas
coordenadas del sistema, definidas por los componentes principales (PCs). Las variables
consideradas para cada uno de los municipios fueron los niveles de concentracidon de elementos
en aguas de pozo y la incidencia de diabetes para la poblacién total y para la poblacién en edad
productiva. Se construyeron varios modelos, eligiendo todos los pardametros y los municipios v,
posteriormente eliminando algunos municipios y elementos (Mn, Fe, Se) con el fin de lograr el
mayor porcentaje posible de descripcién de la variabilidad de datos para los dos primeros PCs. En
la Figura 1.2 se presenta el modelo PCA obtenido. Se puede observar que los dos primeros
componentes principales describen un 58 % de la variabilidad de los datos. Respecto al factor PC1,
el arsénico estd relacionado directamente con la incidencia de la diabetes, sugiriendo su

asociacién con esta enfermedad, de acuerdo con varios reportes anteriores[120, 197-199].
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IV.1.2 Conclusiones.

En resumen, los resultados de este andlisis multivariante sugieren una posible correlacion
entre la incidencia de diabetes y la exposicién de la poblacién local a arsénico, mediante el
consumo de agua de pozos municipales. En este sentido, en las regiones donde se presentan
manantiales termales se detectaron niveles de concentraciéon de As relativamente elevados en
agua de pozos y también se registré una mayor incidencia de diabetes en los dos afios de
evaluacion. Estos resultados, ademas de reforzar las evidencias sobre la importancia de algunos
elementos traza en diabetes, parecen confirmar los reportes de diferentes estudios

epidemioldgicos anteriores, realizados en otras regiones geograficas [9].
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Figura 1.2 Modelo PCA obtenido en la evaluacién de posibles relaciones entre elementos en aguas
de pozosy la incidencia de diabetes en el estado de Guanajuato (“PID”, “PIDEA” — promedio
de la incidencia total e incidencia en la edad productiva, “% D 2008” y “% D 2009” — los

porcentajes de incidencia en los dos afios respectivamente)
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Capitulo IV.2

IV.2. Frijol como fuente dietética de molibdeno y cobre — estudio analitico

IV.2.1 Introduccién — Relevancia de Mo y Cu en diabetes.

Hoy en dia se conoce que en condiciones fisioldgicas ocurren ciertas interacciones entre
especies de molibdeno y cobre. Los estudios realizados in vitro y con modelos en ratas revelaron
la formacién de complejos ternarios estables entre especies de tiomolibdatos y, tanto cobre libre,
como unido a proteinas[17, 144, 190]. Los tiomolibdatos se utilizan actualmente en quelatoterapia
de la enfermedad de Wilson para eliminar el exceso de cobre acumulado en el higado y el
cerebro. Ademas, se ha descrito una enfermedad en animales rumiantes que se desarrolla con una
alta exposicién al molibdeno, llamada molibdenosis. Los estudios llevados a cabo en animales
rumiantes revelaron que la ingesta excesiva de molibdeno crea alteraciones en el metabolismo de
Cu en alces, que incluyen la reduccién de la actividad de enzimas con cobre como ceruloplasmina,
superdxido dismutasa en sangre y citocromo c¢ oxidasa en miocardio [260]. Debido a eso se ha
sugerido que un exceso de molibdeno provoca en estos animales la deficiencia secundaria de
cobre, y como consecuencia un dano oxidativo y alteraciones al metabolismo de carbohidratos
[190, 260, 261]. En un estudio reciente llevado a cabo en pacientes diabéticos reclutados en el
centro de México, se encontraron concentraciones elevadas de molibdeno y cobre en pacientes
con diabetes avanzada y la eliminacion de cobre a través de la orina se correlaciond directamente
con los bio-marcadores de las complicaciones tipicas de esta enfermedad [144, 189]. También se
ha observado un aumento estadisticamente significativo (p<0.02) de la relacién Cu / Mo en la
orina con el progreso de la nefropatia, lo cual sugiere que molibdeno ayuda a la remociéon de
cobre de los tejidos y a su posterior eliminacion en la orina en pacientes con esta condicion
clinica[16] [144, 189]. Estos resultados indican que el antagonismo Mo-Cu podria estar involucrado
en el desarrollo de complicaciones en la diabetes.

Dado que las legumbres son componentes importantes de la dieta de los mexicanos y estos
vegetales contienen concentraciones de molibdeno relativamente altas, parece interesante su
evaluacidon como una fuente dietaria de este elemento y también de cobre [186, 187, 191].

Con los antecedentes que se acaban de describir, el objetivo de esta parte del trabajo ha sido
evaluar la concentracion de molibdeno y cobre en distintos tipos de frijol con el enfoque en su
biodisponibilidad. Para ello, se llevo a cabo la determinacién de molibdeno y cobre total en
cuatro diferentes tipos de frijol, mediante espectrometria de masas con ionizacidén en plasma
acoplado inductivamente (ICP-MS). Asimismo, se implementd un esquema de fraccionamiento con
el fin de evaluar la distribucidn de los elementos entre el agua de remojo, los frijoles cocidos y el
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caldo de los mismos. En la segunda parte del estudio se aplicd un modelo gastrointestinal in vitro
para evaluar cual es la fraccion del total de los elementos en frijol cocido que es susceptible de ser
absorbida en el tracto digestivo [262, 263].

IV.2.2. Materiales y métodos.

Para la determinacidon de metales y metaloides se utilizd un equipo de espectrometria de masas
con plasma acoplado por induccidn ICP MS Agilent 7500ce. En todos los andlisis se usé agua
desionizada (18.2 MQ cm, Labconco, USA), también se utilizé el estdndar ambiental para aguas
Agilent 1643D; todas las mineralizaciones se realizaron con acido nitrico ultra puro (Trace select,
Fluka) y con perdxido de Hidrogeno (30%) J.T.Baker y asimismo se preparé estandar interno con la
siguiente concentracion: In 10 pg/L, Li 50 pg/L, Y 10 pg/L, Bi 10 pg/L, Sc 25 pg/L, y Rh 10 pg/L.
Para la prueba de biodisponibilidad se utilizaron los siguientes reactivos Sigma: pepsina, sales
biliares, amilasa y pancreatina.

IV.2.2.1 Muestras

Se analizaron cuatro tipos de frijol: negro, pinto, flor de mayo y peruano, cada uno de ellos fue
comprado por lo menos en dos diferentes mercados locales obteniéndose dos lotes de muestras
para cada uno de los frijoles. Se tomaron las muestras de material crudo y los frijoles cocidos,
obtenidos siguiendo la manera tipica de su preparacion (el frijol crudo fue cocido en agua
desionizada a 70°C en vasos de precipitados, cuando se alcanzé la ebullicién se mantuvo por 2.5
horas hasta que el frijol queda suave al tacto). Las muestras de material crudo fueron molidas y las
de frijol cocido homogenizadas vy liofilizadas. Asimismo se llevaron a cabo las determinaciones en
agua de remojo y en caldo.

Para el esquema de fraccionamiento se siguid el procedimiento tipico de preparacion, se
tomaron muestras de aproximadamente 2 g de cada tipo de frijol, se remojaron en 40 mL de agua
desionizada por una noche en vasos de precipitado, después se retiraron los frijoles para su
coccién, se midié el volumen del agua de remojo y se conservo esta parte para el analisis ICP-MS.
A los frijoles después de su remojo se les agregaron 40 mL de agua para su coccidn, una vez
cocidos (2.5 horas) y enfriados, se filtré la mezcla conservando el caldo para el analisis ICP-MS. Los
frijoles cocidos fueron pesados, homogenizados, liofilizados y finalmente pesados.

IV. 2.2.2 Tratamiento de muestras para el analisis de metales totales

Se pesaron (por triplicado) 0.5 g de material crudo y molido, y 50 mg de frijol cocido y liofilizado,
estas alicuotas se colocaron en tubos de ensayo de vidrio (previamente lavados con HNO; al 10% vy
con agua desionizada); a cada uno de los tubos se les agregaron 200 pL del estandar interno (**’In,
1.25 pg/L), 2 mL del acido nitrico concentrado, 3 mL de H,0 y 1 mL de perdxido de hidrégeno al
30%. Las condiciones de la digestidon fueron las siguientes: Se adicionaron 2 mL de HNO;, se

calentd a 70 °C por un periodo de 30 minutos. Después de eso, las muestras se calentaron a 125 °C
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por 2 horas. Finalmente se adicioné 1 mL de H,0, calentandose a 125 °C por media hora. Después
del enfriamiento se completé el volumen a 6 mL con agua desionizada y, luego de una
centrifugacion las soluciones fueron introducidas al ICP-MS. Cada una de las series fue corrida con
un blanco en paralelo. Las muestras de agua de remojo y de caldo fueron centrifugadas, diluidas
con el agua desionizada e introducidas al sistema ICP-MS.

IV.2.2.3 Modelo gastrointestinal

Se pesaron (por triplicado) 1 g de cada muestra de frijol cocido vy liofilizado y se colocaron en
vasos de precipitado de vidrio (previamente lavados con HNOs al 10 % y con agua desionizada), se
les agregaron 4 mL de una solucién de pepsina al 1%, se ajusté el pH 1.8 con HCI 2N y las muestras
fueron incubados a 37 °C por una hora (este paso equivale al paso del bolo alimenticio por el
estdmago)[262, 263]. A continuacién se cambid el pH a 6.05 con una solucidn saturada de
NaHCO; (para inhabilitar la pepsina), se agregaron 4 mL de una solucidon de pancreatina al 3%,
amilasa al 1% vy sales biliares al 0.15% y se incubaron a 37° por 5 horas (este paso equivale al paso
de los alimentos en el flujo intestinal)[262, 263]. A 1 mL del volumen del sobrenadante se le
agrego estandar interno, y se mineralizé siguiendo el proceso descrito anteriormente. Se completé
el volumen a 5 mL, las muestras se centrifugaron y se tomaron 1000 uL del sobrenadante para su
dilucién 1:5 con agua desionizada y se introdujo al ICP-MS.

IV.2.2.4 Determinacion de elementos por ICP-MS

Para la determinacion de elementos por ICP-MS, se utilizd un equipo modelo 7500ce de
Agilent Technologies, equipado con cuadrupolo como filtro de masas, la celda de colisién/
reaccidon, automuestreador y controlado mediante el paquete Chemstation. Asimismo, se
utilizé un nebulizador concéntrico Meinhard y camara de rociado tipo Peltier (2°C). Las
condiciones del equipo fueron las siguientes: Potencia RF: 1500W, gas acarreador: 0.9
L/min, gas nebulizador: 0.35 L/min, flujo de Argdn: 15 L/min. Para eliminar interferencias
poliatdmicas, se utilizd la celda de colisién reaccidn con un flujo de helio de 3.5 mL/min,
manteniendo la respuesta para 6xidos y dobles cargas inferior a 2%. En el modo de andlisis
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cuantitativo, se monitorearon los isétopos cu” y Mo~"" con un tiempo de integracion de

In como estandar interno). En lo que respecta al analisis del

300 ms por isétopo (
contenido total de elementos traza, cobre y molibdeno por ICP-MS, la seleccion de los
parametros instrumentales se realizd mediante el procedimiento de tuning utilizando una
solucién que contiene Li, Y, Tly Ce en concentraciones de 1ug L*. La cuantificacion se
llevd a cabo mediante el método de regresion lineal, utilizando seis niveles de
concentracion del estandar multielemental para muestras medioambientales consistente
de: 100 mg/L Fe, K, Ca, Na, Mg; 10 mg/L Ag, Al, As, Ba, Be, Cd, Co, Cr, Mn, Mo, Ni, Pb, Sb,
Se, Tl, V, Zn, U en 10% HNOs, Agilent Technologies. Se realizaron tres determinaciones
para cada una de las muestras, reportandose los valores promedios con sus respectivos



48

valores de desviacién estandar. Para examinar la exactitud de los resultados analiticos
obtenidos en muestras reales, se llevd a cabo la determinacion de elementos en material
de referencia certificado (NIST 1643d, Trace Elements in Water).

IV.2.3 Resultados y discusion.

En el contexto del posible papel de molibdeno en el desarrollo de las complicaciones de la
diabetes sugerido anteriormente[189], las interrogantes a responder en este trabajo fueron las
siguientes:

- ¢Podria ser el frijol una fuente dietética importante de Mo?
- ¢Existen diferencias importantes entre el estatus de Mo y Cu en diferentes tipos de legumbres?
- ¢Existe alguna interaccidn entre las formas de Mo y Cu en frijol?

- ¢Puede el Mo ser considerado un factor de riesgo en el desarrollo de las complicaciones en
diabetes?

En cuanto a las legumbres como fuentes dietéticas de Mo, cabe sefialar que el molibdeno es
cofactor de las enzimas responsables por la asimilacién y metabolismo de nitrégeno en plantas,
por lo que es de esperar su alto contenido en vegetales ricos en proteinas tales como legumbres
[187]. Es por ello, que inicialmente se eligieron para el trabajo las principales legumbres
consumidas en México: cuatro tipos de frijol, lentejas y habas.

En primera instancia, se procedié con la determinacién de Mo total en el material crudo y en
agua de remojo para descartar que el Mo se elimine de los granos mediante solubilizacién,
durante esta etapa tipica de su preparacidn. Este andlisis se realizd en el primer lote de muestras.
En la Tabla Il.1 se presentan los resultados obtenidos, donde se pueden observar niveles de
concentracion de Mo relativamente altos en haba, lenteja y frijol peruano, de acuerdo con los
datos reportados para frijol aleman[186]. Asimismo, los resultados obtenidos en el andlisis de agua
de remojo indican que en esta etapa se solubiliza de 1% a 9% del contenido total en granos, por lo
que el procedimiento casero no permite disminuir la cantidad de Mo ingerida.

Legumbre Mo mg/kg Agua de remojo
Mo pg/kg Tabla 1I.1. Concentracion de Mo en
Flor de mayo 495 + 0.11 0.035 + 0.003 legumbres crudas y en agua de remojo
Pinto 4.57 + 0.36 0.067+ 0.001 (primer lote de muestras, los resultados se
Negro 3.51 + 0.27 0.082 + 0.007 presentan como  microgramos  de
Peruano 204 + 022 0812+ 0.036 molibdeno por 1 g de legumbre cruda,
Haba 9.36 + 1.44 No se remojo. molida y seca)
Lenteja 8.08 + 0.37 No se remojo. '
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A continuacidn, se decidio limitar el estudio a los cuatro tipos de frijol, ya que para esta legumbre
se observaron importantes diferencias en los niveles de concentracion de molibdeno,
dependiendo de la variedad. Se utilizé el segundo lote de las muestras y se procedié con el
procedimiento de remojo y coccién tal como se describe en la parte experimental.

Los resultados obtenidos en el analisis de molibdeno total en diferentes tipos de frijol crudo,
en frijol cocido, en agua de remojo y en el caldo se presentan en la Tabla 1l.2. Aunque los
resultados obtenidos para frijol crudo fueron diferentes entre dos lotes de muestras (Tabla Il.1 y
Tabla 11.2), en cada uno de ellos se puede observar la misma tendencia: la concentracidn mas alta
de Mo fue encontrada en frijol peruano, la mds baja en frijol negro, mientras los frijoles flor de
mayo y pinto contenian concentraciones similares, casi dos veces mas bajos que en frijol peruano.
En el caso del segundo lote (Tabla 1.2), la concentracién total de Mo en frijol negro fue 3.7 veces
mas baja respecto a frijol peruano.

Con base en los resultados presentados en Tabla 5, se calculé la recuperacién de molibdeno
(R) en el procedimiento de fraccionamiento, utilizando la siguiente formula:

R = [(AR) + (C) + (FC)]/(T) » 100 %

Donde (AR), (C), (FC), (T) corresponden a la concentracién de Mo en agua de remojo, en caldo, en
frijol cocido y en frijol crudo después de la digestion con 4cido nitrico, respectivamente. La masa
del frijol crudo tomado para el fraccionamiento (AR, C, FC) y para el analisis del contenido total (T)
fue de 2 g; todos los valores de concentracion corresponden a microgramos de Mo por un gramo
de masa seca de frijol crudo.

Tabla I1.2. Las concentraciones de molibdeno en pug/g + DE (n = 3) encontradas en agua de remojo,
caldo, en frijol cocido, suma de resultados, concentracidn en frijol crudo y el porcentaje
de recuperacion en el procedimiento de fraccionamiento respecto a la determinacion
del contenido total mediante la digestion de la muestra. Todos los valores se expresan en
relacién a la masa seca del frijol crudo y molido.

Tipo de frijol (AR+C+FC), ug

FC, ug Mo/g Mo/e

T, ug Mo/g

C, ug Mo/g

Flordemayo | 0.15+0.02 | 0.60+0.01 5.07 +0.89 5.82 7.29 +0.87 79.8
Pinto 0.22+0.01 | 1.19+0.01 7.63+1.37 9.04 7.89 +1.30 114.6
Negro 0.19+0.01 | 0.62+0.09 2.73+0.37 3.54 3.57+0.31 99.2

Peruano 1.61+0.06 | 9.65+0.23 3.22+0.57 14.48 13.38+1.41 | 108.2

AR: Agua de remojo. C: Caldo. FC: Frijol cocido. T: Frijol crudo. R: Porcentaje de recuperacion.

(AR+C+FC): Suma de resultados.




50

Con base en tres réplicas independientes del analisis de contenido total y del
fraccionamiento, para los cuatro tipos de frijol del segundo lote, los valores de recuperacion
fueron en el intervalo de 79.8 % a 114.6 % (Tabla II.3), lo que confirma la calidad aceptable de los
resultados obtenidos en los dos procedimientos para Mo. Estos resultados indican que el proceso
de remojo elimina solamente una pequena parte del contenido total de molibdeno del frijol flor de
mayo, frijol pinto y frijol negro (2.6%, 2.4%, 5.4% respectivamente). En el proceso de coccidn se
solubiliza una cantidad un poco mayor del elemento (10.3%, 13.2%, 17.5%), mientras que la
distribucidn relativa en la fraccién de frijol cocido es la mas alta (87.1%, 84.4% y 77.1%).

De manera similar como para Mo, se evalud la distribucién relativa de cobre en frijol cocido
respecto a su concentracién total en el material crudo. Los resultados obtenidos para los dos
elementos se presentan en la Figura Il.1, parece interesante que el decremento del porcentaje de
Mo total en frijol cocido aparentemente estd asociado con un aumento relativo del porcentaje de
cobre en esta fraccidn, lo que sugiere un tipo de antagonismo entre los dos elementos en frijol.

100 - Figura Il.1. Fracciones de Cu
90 % de Cu % de Mo y Mo encontrados en el
38 : frijol cocido (FC) respecto al
2 60 - contenido total de cada uno
g 50 - de los elementos en el frijol
= gg : crudo (T), evaluadas en
20 cuatro diferentes tipos de
10 frijol.
0 -

Flor Pinto Negro  Peruano

Para evaluar la biodisponibilidad de molibdeno y de cobre en frijoles, se utilizé6 un modelo de
tracto digestivo in vitro; con ello se obtuvo la simulacidn del proceso de digestion de los frijoles
cocidos. Se ha adoptado el esquema de la enzimdlisis descrito en la parte experimental, en donde
la primera etapa corresponde a las condiciones en el estémago y la segunda simula las condiciones
del intestino. Las concentraciones de los elementos encontradas en el sobrenadante a final del
proceso se tomdé como la fraccion potencialmente biodisponible[262, 263]. Como ya fue
mencionado, esta parte del estudio se realizd con frijoles cocidos, tomando la muestra después
de la homogenizacion y liofilizacion. En la Tabla 1.3 se presentan los resultados obtenidos,
marcando con F las concentraciones de elementos en frijol cocido y con S las concentraciones en
los sobrenadantes de la enzimdlisis, en ambos casos los valores corresponden a microgramos de
elemento por un gramo de frijol cocido y liofilizado. Con base en estos resultados se evalud el
porcentaje correspondiente a la fraccion biodisponible en el frijol cocido (B): B =S/F » 100 % vy los
valores obtenidos se presentan en la misma Tabla I1.3 tanto para Mo como para Cu.
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Es importante resaltar que la concentracién mas alta de Mo fue encontrada en frijol peruano
cocido, en concordancia con los resultados del experimento anterior (Tabla Il.2). En cuanto al
porcentaje de biodisponibilidad de Mo, el valor mas alto fue encontrado también para el frijol
peruano (72.4%), seguido por el frijol pinto (39.7%) y flor de mayo (36.1%), mientras que la
biodisponibilidad en frijol negro fue relativamente mas baja (19.1%). Estos resultados junto con los
presentados en la Tabla II.2 indican que, dependiendo del tipo del frijol, varia el contenido total de
Mo de lo que depende sin duda su distribucidon relativa entre AR, C y FC asi como la
biodisponibilidad. En este sentido, entre los cuatro tipos de frijoles del estudio, el frijol pinto
parece ser la mejor fuente de Mo, mientras que el negro proporciona una cantidad relativamente
inferior de este elemento.

Tabla 11.3. Las concentraciones de Mo y Cu en frijol cocido liofilizado (F) y en el sobrenadante de
enzimolisis (S), ambos valores como ug del elemento por 1 gramo de frijol cocido liofilizado y con
sus respectivos DE (n = 3). Se presenta también el porcentaje de biodisponibilidad (B = S/F « 100
%). Las muestras corresponden al lote 2 de muestras.

Molibdeno Cobre
Tipo de frijol
S,ugMo/g | F,ugMo/g S, ug Cu/g F, ug Cu/g
Flor 0.79 +0.04 2.19+0.39 36.1 2.09+0.47 3.66 +0.57 57.1
Pinto 1.26 +0.10 3.17 +0.57 39.7 2.12+0.20 3.29+0.56 64.4
Negro 0.21 +0.06 1.1+0.15 19.1 2.64 +0.95 3.76 + 0.58 70.2
Peruano 0.92+0.11 | 1.27+0.22 72.4 3.78+0.19 6.62 + 0.68 57.1

En cuanto al otro elemento de interés, de las cuatro variedades examinadas el frijol peruano
resulto tener la concentracidon de cobre mas alta (6.62 ug/g), mientras que otros tres tipos de frijol
contenian concentraciones de Cu relativamente mas bajas pero similares (3.29 — 3.76 ug/g).
Asimismo, el mas alto porcentaje de biodisponibilidad de Cu se encontré en el frijol negro (70.2%),
seguido por el frijol pinto (64.4%) y los frijoles flor de mayo y peruano (57.1%). Por otro lado, los
resultados presentados en la Tabla 1.3 parecen aludir a que exista algun tipo de antagonismo
entre Cu y Mo, ya que un porcentaje bajo de biodisponibilidad de Mo en frijol negro (19.1 %) esta
acompafiado por el mas alto porcentaje de biodisponibilidad para Cu (70.2 %). Se llevé el analisis
estadistico de correlacion entre los valores B para los dos elementos en cuatro tipos de frijol,
obteniéndose un alto valor de coeficiente de correlaciéon inversa -0.9834 (p = 0.107), lo que parece
sostener la hipdtesis de una relacidon antagonista entre estos dos elementos en planta de frijol.
Asimismo, el grupo de la Dra. Ma Eugenia Garay Sevilla realizé6 una encuesta entre pacientes
diabéticos y la frecuencia con la que ingerian ciertos alimentos, con los datos recabados, se realizé
un analisis de componentes principales (Figura 11.2) que arrojé como resultado una correlacion
entre los pacientes diabéticos con complicaciones, y la frecuencia con la que consumian refresco,
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azlcares y frijoles. Este resultado es muy interesante, ayuda a soportar la hipdtesis de que el
frijol es una fuente dietaria importante de molibdeno, y sugiere que pudiera ser un factor de
riesgo potencial para pacientes diabéticos con complicaciones. En los resultados obtenidos en la
Tabla 1.3, hay diferencias claras en la biodisponibilidad de molibdeno entre diferentes tipos de
frijol, y con base en un estudio que evaltia la toxicidad de molibdeno en humanos[264], se
establece que la ingesta diaria tolerable de molibdeno es de 0.009mg /kg dia y que en sujetos con
una ingesta dietaria de 0.022 mg /kg dia se observaba un incremento en la excrecion urinaria de
cobre. De esta manera, para un adulto de 70 kg, la ingesta de 100 g de frijol negro proveen 0.005
mg/kg dia, por debajo de la ingesta diaria tolerable, pero, esos mismos 100g de frijol peruano
proveen 0.019 mg/kg dia, lo cual estd muy cercano al valor en el que se observa un incremento en
la excrecién urinaria de cobre. Tomando en cuenta que 100 g de frijol es una ingesta modesta para
un adulto de 70 kg, este estudio sugiere que la ingesta de frijol podria ser un factor de riesgo
potencial para pacientes diabéticos con complicaciones.

05 PC2 Xloadings
GALLETAS
04 FRIJOLES
REFRESCOS
03
0.2 ]
AZUCAR HUEVOS A%%AE%TE
PASTA VEGETALES
04 FRUTAS,JUGOS
POLLO
PESCADO
0 LECHE
CARNE TUBERCULQS, o
Iy TACOS,ENCHILADAS
' pAN DULCE GRASA CEREAL
“E POZOLE,MOLE
o2 YexahZe8% PAN,TORTILLA
: T T T T T T T T PIC1
03 02 01 Q 01 02 03 04 05

Figura 1.2 Modelo PCA obtenido en la evaluacidn de posibles relaciones entre ingesta dietaria y
pacientes diabéticos en el estado de Guanajuato.
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1V.2.4. Conclusiones.

Los resultados presentados en este documento confirman que el frijol mexicano contiene
concentraciones relativamente altas de molibdeno; sin embargo, estas concentraciones varian
dependiendo del tipo de frijol. Aparentemente, el frijol peruano proporciona una mayor cantidad
de molibdeno entre las cuatro variedades estudiadas, mientras que el frijol negro contiene
concentraciones relativamente bajas de este elemento. Los resultados de determinacion de
molibdeno en fracciones recolectadas durante el procedimiento de coccidén y en el sobrenadante
de enzimolisis muestran diferencias en la solubilidad y biodisponibilidad de las formas de este
elemento presentes en las cuatro variedades de frijol. En este sentido, el frijol pinto podria ser la
mejor fuente dietética de Mo entre los cuatro tipos de frijol estudiados, mientras que el frijol
negro parece proporcionar cantidades relativamente bajas entre estos frijoles. El analisis
comparativo de los resultados obtenidos para Mo y Cu en los cuatro tipos de frijol, sugieren que
existe un tipo de antagonismo entre los dos elementos en estas legumbres. Tomando en cuenta
los resultados del estudio estadistico realizado, estos sugieren que la ingesta reiterada de frijol
podria ser un factor de riesgo potencial para pacientes diabéticos con complicaciones.



54

Capitulo IV.3

IV.3. Avances en el desarrollo de los procedimientos analiticos para la determinacién
de los AGEs y sus precursores

IV.3.1. Sintesis, purificacion y determinacion de pentosidina en matrices bioldgicas.

Introduccion

En el contexto de la diabetes, la consecuencia directa de la hiperglucemia es la formacion
de enlaces quimicos entre glucosa y las bio-moléculas (aminodcidos, acidos nucleicos, péptidos y
proteinas entre otros.), descrita como glucosilacion no enzimatica (glicacion) (Figura Ill.1). Dicha
glicacion altera las funciones bioldgicas de proteinas y dacidos nucleicos, estos productos de
glicacion se almacenan en diferentes compartimientos del organismo provocando dafios
irreversibles en diferentes tejidos, drganos y sistemas. Debido al acceso de la glucosa a diferentes
compartimientos del organismo, la glicacidon ocurre tanto en el espacio extracelular como dentro
de las células. La formacidn de AGEs y su acumulaciéon son procesos que ocurren normalmente
durante el envejecimiento del organismo. Sin embargo, son significativamente acelerados en
diabetes[265]. Los AGEs constituyen un grupo heterogéneo, muy complejo de compuestos vy,
como ya se menciond, son formados mediante las reacciones no enzimaticas de azucares
reductores con bio-moléculas. Los productos intermedios de estas reacciones se conocen como
compuestos de Amadori, mismos que a través de una serie de reacciones son transformados de
manera irreversible en los productos de glicacion avanzada (AGEs). Dependiendo de las
condiciones de reaccién, se han descrito diferentes rutas para su formacién, mismas que se
presentan de manera global en la Figura 2 (pagina 29). La ruta cldsica (re-arreglo Amadori)
involucra una etapa de oxidacién y sus productos son N-g-(carboximetil)-lisina (CML) vy
pentosidina(Figura 2)[40].

Puesto que los AGEs se forman de manera irreversible, su acumulacién y dafio a la
estructura es proporcional a la vida media de la proteina. Como ejemplo, la formacion de los AGEs
en el colageno de las paredes de vasos conduce al entrecruzamiento entre moléculas de esta
proteina lo que lleva a un aumento del grosor y rigidez de la pared. Ademas, los AGEs forman
entrecruzamientos entre el colageno y las proteinas del torrente sanguineo, lo que resulta en la
formacién de placas y pérdida de elasticidad de vasos[266, 267]. Asi, el efecto de los procesos de
glicacion en el colageno ha sido relacionado con enfermedades del sistema circulatorio tales como
hipertension, arterioesclerosis, etc. [265, 268, 269] Cabe mencionar que, el principal dafio por los
AGEs en pacientes diabéticos ocurre en tejidos y drganos ricos en colageno (La pentosidina fue
aislada por primera vez del coldgeno humano por Sell y Monnier y posteriormente encontrada en
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una gran variedad de tejidos[225]), donde el acceso de la glucosa no esta regulado por la insulina
tales como el rifidn, la retina y el endotelio vascular[36, 39].
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La pentosidina es uno de varios AGEs caracterizados quimicamente, estd presente en varios
tejidos como piel, rifones, cartilago, aorta, etc[270]. Ademas se ha observado su acumulacién con
el progreso de la diabetes y sus complicaciones[38, 226, 227]. Se ha demostrado también la
presencia del mismo compuesto en alimentos [228-232] vy, es considerada un marcador quimico
del tratamiento térmico de alimentos[233]. Lo cual es necesario destacar, ya que hay algunos
estudios donde se llevo a cabo la determinacion de pentosidina en alimentos y en fluidos/tejidos
bioldgicos con el fin de buscar posibles correlaciones entre la ingesta de los AGEs exdgenos y el
desarrollo de complicaciones en la diabetes [226, 227, 234].

Como ya se menciond en la introduccidn, la busqueda de métodos para la determinacion de
AGEs es uno de los tdpicos de interés no sélo local o regional, su busqueda es relevante a nivel
mundial[224], de esta forma es importante contar con procedimientos selectivos, basados en la
separacion cromatografica y la cuantificaciéon de los compuestos. En particular, se define como
uno de los enfoques de este estudio, desarrollar nuevos procedimientos analiticos para la
determinacidon de pentosidina en muestras clinicas. Ademas de ensayos inmunoquimicos[235,
236], la pentosidina ha sido determinada mediante diversos procedimientos analiticos,
aprovechando sus propiedades fluorescentes [237, 238]. Entre las diferentes dificultades que
presenta su determinacién estan la falta de un estandar comercial de pentosidina, sus bajas
concentraciones y la complicada matriz quimica en la que se encuentra presente[271], lo que
conlleva tipicamente el uso de pre tratamientos caros y laboriosos, para preconcentrar el
analito[271-273] y eliminar interferentes, ademas de largos tiempos de separacidn(Tabla IIl.1).
Como ya ha sido mencionado, la pentosidina es un compuesto representativo para AGEs exdgenos
y endogenos, por lo que ha sido utilizado para evaluar una posible asociacion entre la ingesta de
AGEs vy el desarrollo de las complicaciones en diabetes [226, 227, 234]. En este sentido, uno de los
objetivos particulares del presente trabajo es poner a punto el procedimiento analitico para la
determinacidn de pentosidina por cromatografia de liquidos y demostrar su utilidad en el analisis
de muestras clinicas. El estdndar de pentosidina no esta disponible comercialmente, por lo que en
primer lugar fue necesario llevar a cabo su sintesis, purificacidn y caracterizacién cuantitativa.
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Tabla lll.1. Algunos ejemplos de procedimientos cromatograficos con deteccién fluorimétrica,
reportados en la literatura para la determinacién de pentosidina en muestras bioldgicas.

Referencia Muestra Pre tratamiento Tiempo de corrida Limite de

biolégica cromatogrdfica deteccidn

2012 Braun [271] Orina y suero. Hidrélisis acida (16h a 105°C). 30 min 2.7 nmol
Purificado (SPE-CC31).

Pre concentrado.

2006 Spacek [272] Orina Purificado (SPE). 30 min 17.6 fmol

Pre concentrado.

2008 | Kageyama[273] Orina, suero y Hidrdlisis acida(18h y 110°C). 26 min 1.6 pmol
tejidos. Purificado (SPE).

Pre concentrado.

2010 Vos [274] Orina Sin pre tratamiento. 30 min No
especifica

2003 | Tsukuhara[270] Orina Purificado (SPE CF-1). No especifica 28 pmol

2012 Este trabajo Orina Sin pre tratamiento. 20 min 30 pmol

*SPE: extraccion en fase solida; CF1 y CC31: SPE modificado con celulosa y celulosa esférica respectivamente.

En la introduccidn se menciona que la pentosidina es un compuesto representativo para AGEs
exogenos y enddgenos, por lo que ha sido utilizado para evaluar una posible asociacién entre
ingesta de AGEs y desarrollo de las complicaciones en diabetes [226, 227, 234]. En este sentido,
uno de los objetivos particulares del presente trabajo es poner a punto el procedimiento analitico
para la determinacion de pentosidina por cromatografia de liquidos y demostrar su utilidad en el
analisis de muestras clinicas. El estandar de pentosidina no esta disponible comercialmente, por lo
que en primer lugar fue necesario llevar a cabo su sintesis, purificacion y caracterizacién
cuantitativa.

IV.3.2. Materiales y métodos.

Para la sintesis se utilizaron los siguientes reactivos Sigma-Aldrich: ribosa, N-tBOC-Arginina, N-
tBOC-Lisina, tampdn de fosfatos 0.5 M, pH 8.0 y acido trifluoroacético. En la etapa de la
purificacién, se utilizé el cromatégrafo de liquidos modelo 1200, de Agilent Technologies con
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detector espectrofotométrico con arreglo de diodos y detector espectrofluorimétrico, con la
columna TSK-gel GMPVXL de TOSOHAAS, 7.8mm x 300mm, 13um.

Para el desarrollo del procedimiento, se utilizdé la orina de un voluntario sano. Las muestras de
orina de los pacientes diabéticos provenian de un estudio clinico realizado en el Departamento de
Ciencias Médicas de la Divisién de Ciencias de Salud, de la Universidad de Guanajuato (Dr. Carlos
Kornhauser Araujo). Este estudio no forma parte del presente trabajo, por lo que no se describe a
detalle. Cabe mencionar sin embargo, que participaron ocho pacientes diagnosticados con
nefropatia diabética, a los que se administrd telmisartan (un antagonista del receptor AT1 de la
Angiotensina Il).

Para la determinacién cromatografica de pentosidina, se toma una alicuota de 200 pL de cada
muestra, se deposita en un tubo eppendorff, se centrifuga a 1000xg durante 10 minutos y se
recolecta el sobrenadante (este paso es necesario para eliminar un posible precipitado). El
sobrenadante (160 L) se trasfiere a otro tubo, se agregan 40 uL del 4cido heptafluorobutirico 100
mM vy se repite la centrifugacion. Finalmente, el sobrenadante se transfiere a un vial del auto
muestreador para su inyeccion al sistema HPLC. De ser necesario, las muestras se diluyen hasta
cuatro veces para ajustar la sefial analitica al intervalo de calibracion (0.1- 2.0 pM). Las
condiciones del andlisis cromatogréfico se presentan en la tabla I11.2.

IV.3.3. Resultados y discusion.

La sintesis se llevé a cabo con base en el procedimiento reportado por Grandhee y col.[275],
haciendo algunas modificaciones. Para ello, se prepardé una mezcla de 150.1 mg de ribosa de
pureza de 99%, 246.3 mg de N-tBOC -Lisina al 99% de pureza y 274.3 mg de N-tBOC-Arginina de
95% de pureza, misma que se disolvié en 2.5 mL del tampdn de fosfatos 0.5 M, pH 8.0 y se dejé
incubar durante seis dias en 65°C (Fig. 1ll.2). De esta manera, ademads de un azucar reductor
(ribosa), los sustratos fueron los aminoacidos lisina y arginina, ambos protegidos en el nitrégeno o
con un grupo t-butiloxicarbonilo (t-BOC), esto con el fin de evitar la participacién de este grupo
amino en la reaccién. La eliminacién de los grupos t-BOC del producto obtenido se obtuvo
mediante la hidrdlisis acida con el acido trifluoroacético 2 M, durante 2 horas.

Figura. lll.2. Sustratos para la sintesis de la pentosidina

Finalmente, la mezcla se evaporé hasta sequedad (SpeedVac, 60-70 °C, 2 h) y el residuo
obtenido se re-disolvié en 1.5 mL de agua desionizada. La purificacion de la pentosidina se obtuvo
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mediante cromatografia preparativa, en la columna de exclusidon por tamafio molecular TSK-gel
GMPVXL de Tosohaas, 7.8 mm x 300 mm, 13 um, la fase moévil fue el acido férmico 10 mM con el
flujo total 0.7 mL/min, con deteccidn espectrofotométrica en 325 nm (ref. 420 nm) y deteccion
espectrofluorimétrica (Ae=325 nm y A.,=385 nm)[238]. En la Fig.lll.3a se presenta el
cromatograma correspondiente, observandose la elucion de dos fracciones de masas moleculares
con la deteccién UV. En la Figura Fig.lll.3b se presenta el mismo cromatograma, pero registrado
utilizando la deteccion espectrofluorimétrica, donde queda confirmada la elucion de la
pentosidina en la regidn de alta masa molecular (maximo del pico corresponde a 13.63 min). Se
recolecté la fraccién de la columna correspondiente a la elucidn de la pentosidina entre 12.2 miny
15.0 min, se evaporod utilizando SpeedVac y el residuo sélido se re-disolvié en 1.5 mL de agua
desionizada. Con el fin de utilizar la pentosidina sintetizada como estandar para la cuantificacién
del compuesto en diferentes tipos de muestra, se tenia que demostrar la pureza del compuesto y
determinar la cantidad que se obtuvo (concentracidén molar en la solucidn final de 1.5 mL). Para
ello, se registrd el espectro de absorcién de la solucién reconstituida de la pentosidina purificada
en la regién 225 — 400 nm, mismo que se presenta en la Figura Ill.4. Como se puede observar, el
maximo de la banda de absorcidn corresponde a 315 nm, de acuerdo con el espectro de
pentosidina reportado por Slowik-Zylka [238] . En este mismo trabajo citado se evalud el valor del

coeficiente de absortividad molar € = 4522 L mol™ cm™ (Ayax = 315 nm).

Con base en este valor y el valor de absorbancia de la solucién en 315 nm (A = 0.394 AU),
se calculé la concentracidn molar de la solucidn obtenida, empleando la ley de Lambert-Beer.

A = gebec

c=A/(eeb)

¢=0.394/(4522 L /(mol ecm ¢ 1 cm))

c= 87 pmol/L
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Figura Ill.3. Cromatograma de la purificaciéon de pentosidina sintetizada y desprotegida (columna
TSK-gel GMPVXL): (a) — deteccidn espectrofotométrica, (b) deteccidn fluorimétrica[238].
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Figura l11.4. Espectro de absorcién de la solucién de pentosidina.

Esta solucion se conservé para su uso como solucidn patrén para el proceso de calibracion en la
determinacidn de la pentosidina por cromatografia liquida de alta resolucidén con detector de
fluorescencia (HPLC-FLD), mediante la preparacion de un estdndar intermedio con concentracion
20 nM y diluciones sucesivas para obtener el rango de calibracién 0.1-2.0 nM. Para la separacién
cromatografica, fue necesario asegurar la resolucién de la pentosidina de otros compuestos
fluorescentes potencialmente presentes en muestras de orina. Debido a la alta polaridad del
soluto, la separacidn se llevd en presencia de acido heptafluorobutirico (HFBA) para formar pares
idnicos y obtener la separacion en la columna de fase inversa. En los experimentos preliminares,
se emplearon las condiciones reportadas en un estudio anterior[276], observandose la elucién de
varios compuestos fluorescentes sin lograr la separacidn hasta linea base del pico de pentosidina.
Se probaron diferentes condiciones de elucidn, variando la concentracidon de HFBA, de metanol y
acetonitrilo, asi como del flujo total en la columna. Con base en los resultados obtenidos, se
establecieron las condiciones finales que se resumen en la Tabla Il1.2.
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Tabla lll. 2. Condiciones para el analisis cromatografico de pentosidina en muestras de orina.

Parametro

Columna ZORBAX Eclipse AAA (150 x 3.0 mm,
3.5 um) de Agilent Technologies

Fase movil A Agua
Fase movil B Acetonitrilo
Fase movil C HFBA 40mM
Fase mévil D Metanol
Gradiente de elucion Omin46% A 1%B 50%C 3%D

13.5 min 20% A 10% B 50% C 20% D

14.0 min 10% A 20% B 50% C 20% D

15.0min 46% A 1%B 50%C 3%D

Flujo en la columna 0.6 mL/min
Volumen de inyeccién 25 uL
Deteccion espectrofotométrica Aanal = 325 nM, Ao = 420 Nm
Deteccion fluorimétrica Aex = 325 NM, Aoy, = 385 Nm

En la Figura Ill.6 se presentan los cromatogramas obtenidos para una muestra de orina de un
paciente diabético con complicaciones leves, sin adicidon de estandar (linea continua) y con adicion
de pentosidina (linea punteada). En la Figura lll.7 se presentan los cromatogramas obtenidos
para una muestra de orina de un paciente diabético con complicaciones severas sin adicidon de
estandar (linea continua) y con adicién de pentosidina (linea punteada). De esta manera, se
confirmé la identidad del pico cromatografico con tiempo de retencién 13.98 + 0.08 min, como el
correspondiente a la elucion de la pentosidina. La pureza del pico de la pentosidina en la region de
tiempo 13.85 — 14.14 min (correspondiente a la anchura del pico) fue 0.999, demostrando una

excelente separacién de la pentosidina de sus interferentes (Figura 111.5 ).
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Se presentan los

espectros normalizados, registrados en diferentes tiempos dentro del pico de pentosidina en a); el

espectro de la solucién estandar de pentosidina en b); y la evaluacién de pureza del pico

cromatografico de pentosidina en c).

Con base en el proceso de calibracién, se evaluaron las principales caracteristicas analiticas; como

se puede observar en la Tabla 11l.3, el procedimiento permite la determinacién de la pentosidina

en concentraciones sub-nM, de acuerdo con las concentraciones esperadas en orinas de personas

sanas y en pacientes diabéticos.

Tabla lll.3. Parametros analiticos evaluados para el procedimiento cromatografico propuesto.

Tiempo de retencion = DE, min 13.98 +0.08
Ecuacion de calibracidn Area = 51.15-c [nM] + 0.27
R’ 0.99986
Error tipico de la pendiente 0.02
Error tipico del intercepto 0.34
Limite de deteccion 0.03 nM
CV, % (1 nM) 0.9
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Figura I11.6. Cromatogramas de una muestra de orina de un paciente diabético con complicaciones
leves: (—) sin adicién de estandar, y (---) con adicion de pentosidina para obtener una
concentracion final 2 nM.
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Figura lll.7. Cromatogramas de una muestra de orina de un paciente diabético con complicaciones
severas: (—) sin adiciéon de estandar, y (---) con adicién de pentosidina para obtener una
concentracioén final 6 nM.

Finalmente, como se muestra en la Figura 1.8, se realizé una prueba de exactitud, mediante el
andlisis de una muestra de orina (voluntario sano) por calibracién externa y por el método de
adiciéon de estandar (0.1 nM, 0.15 nM y 0.25 nM del estandar de pentosidina).
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Figura 111.8. Cromatogramas de una muestra de orina de un voluntario sano, y la misma orina con

Los resultados obtenidos en tres réplicas independientes para cada una de las inyecciones fueron
0.223 £ 0.024 nM y 0.212 + 0.017 nM, respectivamente. En la aplicacién de la prueba estadistica t
pareada, no se detecto diferencia estadisticamente significativa entre estos dos valores (p < 0.05),
lo que indica una buena exactitud del resultado. Para demostrar la utilidad del procedimiento
desarrollado en la determinacion de pentosidina en muestras reales, se llevo a cabo el analisis en
orinas de pacientes diabéticos. Las muestras fueron obtenidas de ocho pacientes diagnosticados
con nefropatia diabética que presentaban pérdida excesiva de podocitos por via urinaria. El
término podocitos se refiere a las células que forman parte de la barrera de filtracion glomerular.
El dafio renal, como una complicacidn de la diabetes, ha sido asociada con la pérdida de podocitos
y su excrecién en orina, por lo que es importante reducir dicha pérdida. En el estudio clinico
realizado por el grupo del Departamento de Ciencias Médicas se observé que el tratamiento con
Telmisartan resulté en una disminucién de la excrecidon de podocitos. Estas mismas muestras
fueron utilizadas para la determinacidn de pentosidina, esperando observar diferencias
significativas que podrian ser de utilidad en el estudio clinico. El valor promedio de la
concentracion de pentosidina obtenido en el analisis de las muestras pre-tratamiento fue 2.66 +
2.31 nM y en muestras post-tratamiento 1.52 + 0.85 nM (p = 0.01255, prueba t). Estos resultados
demuestran que el procedimiento propuesto permite detectar diferencias entre los niveles de
concentracion de pentosidina dependiendo del estado clinico del paciente. Como era de esperarse
(ver Tabla 111.4), las concentraciones encontradas en pacientes diabéticos fueron mas altas en
comparacion con el nivel encontrado en orina de un voluntario sano (0.212 + 0.017 nM), lo que
confirma el incremento de los AGEs en el desarrollo de la diabetes. Por otro lado, los niveles de
pentosidina en orinas de pacientes post-tratamiento con Telmisartan fueron significativamente
mas bajos con respecto a los encontrados antes del tratamiento.
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Tabla Ill.4. Concentraciéon de pentosidina en orina de pacientes pre y post tratamiento con

Telmisartan.

Paciente

Concentracién de pentosidina

Pre tratamiento

Post tratamiento

1 2.884 1.349

2 7.037 3.201

3 1.085 0.767

4 1.481 1.376

5 1.984 2.434

6 1.508 1.138

7 - 0.87

8 - 1.032
Promedio +DE* | 2.66 + 2.31 1.52 + 0.85

*Desviacion estandar.

Aunque la interpretacion clinica esta fuera del contenido del presente trabajo, los resultados

obtenidos demuestran que la sensibilidad del procedimiento permite observar diferencias en las

concentraciones de pentosidina entre diferentes grupos de sujetos. También hay que hacer notar

que el procedimiento HPLC-FLD permite determinar la concentracién del analito en orina. Para la

interpretacién confiable de posibles diferencias entre sujetos/grupos, los datos obtenidos deben

normalizarse por el contenido actual de creatinina corrigiendo de esta manera diferencias entre

volumenes de orina de cada uno de los sujetos. En este sentido, se hizo una estimaciéon tomando

como punto de partida el nivel de referencia de creatinina en orina como 500 nM[277] y la

concentracién de pentosidina en un voluntario sano 0.22 nM. Haciendo un calculo se obtuvo que

la concentracion de pentosidina en el sujeto sano fue de 0.16 ug/mg de creatinina, lo cual esté de

acuerdo con los datos reportados por otros autores (0.02 — 0.21 ug/mg )[278].
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IV. 3.4. CONCLUSIONES

Se ha demostrado que la técnica de cromatografia de liquidos con deteccién
espectrofluorimétrica permite cuantificar pentosidina en niveles de concentracion del orden de
sub-nanomoles por litro, en muestras de composicion quimica compleja tales como orina,
proporcionando asi, informacién relevante en la practica clinica y en estudios enfocados en la
diabetes. En este trabajo se procede a la determinacidn de pentosidina en orina sin recurrir al uso
de pre tratamientos caros y laboriosos, para preconcentrar el analito y eliminar interferentes [271-
273], logrando la separacién cromatografica en un tiempo de corrida de sélo 20 minutos. El
procedimiento desarrollado es de facil implementacion, y se propone su uso en laboratorios
clinicos, como una herramienta auxiliar en el seguimiento del progreso de la diabetes mellitus 2.
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Capitulo IV.4

Avances en el desarrollo de los procedimientos analiticos para la determinacion de los AGEs y
sus precursores.

IV.4. Determinacidon cromatografica de glioxal, metilglioxal y diacetil usando
4-metoxi-o-fenilendiamina como agente derivatizante.

1IV.4.1 Introduccion

El estrés oxidativo y las reacciones de glicaciéon juegan un papel perjudicial en el desarrollo de
enfermedades crénico degenerativas y en procesos de envejecimiento. En el control clinico de
rutina, la evaluacién de biomarcadores apropiados proporciona informacidn acerca de los
procesos enddgenos de los pacientes, y, también, acerca del seguimiento a las recomendaciones
dietéticas de los mismos. Para tales propdsitos, la orina es una muestra muy conveniente debido
a su recoleccién facil y no invasiva y a su matriz quimica relativamente simple, si se le compara con
otros fluidos o tejidos bioldgicos. Se ha demostrado que el analisis de muestras puntuales o de la
primera orina de la mafiana ofrece resultados Utiles y confiables en el seguimiento de pacientes
tanto en estudios epidemiolégicos, asi como en los relacionados con exposicion a agentes
externos [279-281]. Los dos o cetoaldehidos, glioxal (Go) y metilglioxal (MGo), son generados
endégenamente, principalmente durante la conversién metabdlica de glucosa y la degradacién
oxidativa de lipidos [240, 282]. Su presencia en bebidas fermentadas y en productos alimenticios
también debe mencionarse como una fuente exdgena potencial [283, 284]. Dentro de la célula,
MGo y Go forman aductos o entrecruzamientos con biomoléculas, por lo cual comprometen su
actividad bioldgica e inactivan la maquinaria antioxidante [243]. Bajo condiciones fisioldgicas,
ambas moléculas son neutralizadas eficientemente por el sistema de glioxalasas, aldosa
reductasa, betaina aldehido deshidrogenasa, y 2 oxoaldehido deshidrogenasa [242, 285]; de
cualquier manera, el deterioro de las defensas antioxidantes, asi como el incremento de las
concentraciones de MGo y Go han sido asociados con enfermedades crénico degenerativas y con
los procesos de envejecimiento[243, 244]. Debido a que ambos compuestos actian como
precursores de los productos de glicacién avanzada (AGEs) y son considerados como marcadores
de peroxidacion lipidica[282, 286], su determinacion en muestras clinicas es relevante. En
particular, se ha propuesto que el monitoreo de los niveles de MGo y Go en pacientes diabéticos
podria ayudar a evaluar los riesgos del progreso de las complicaciones diabéticas [249, 287-289].
Diacetil (DMGo), el tercer compuesto de interés en este trabajo, también ha sido asociado con
estrés oxidativo y carbonilico como un mediador potencial de reacciones de transferencia de
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electrones, un intermediario de los procesos de Maillard y un precursor de AGEs [290]. Este
metabolito menor del acetaldehido, derivado del etanol es facilmente reducido a acetoina y 2,3
butanodiol[291]; por lo mismo, no siempre se le ha detectado en muestras bioldgicas[292, 293].
Por otro lado, el diacetil estd presente en muchas bebidas y en varios productos alimenticios como
un metabolito de la fermentacién microbiana o como aditivo sabor mantequilla[294, 295]. Su
determinacidn en orina puede ser de interés en estudios sobre toxicidad y adiccién al alcohol
[290], y en la evaluacién de exposiciones recientes a fuentes exdgenas [294]. En este sentido,
recientes hallazgos muestran que compuestos dicarbonilicos exdgenos reaccionan con enzimas
digestivas, las cuales reducen su bio disponibilidad y pudieran favorecer su eliminacién en
orina[296].

La cuantificacion de «- cetoaldehidos en muestras clinicas ha sido reportada a menudo; sin
embargo, solo unos pocos estudios se han enfocado en el analisis de orina (tabla IV.1) [293, 297-
304]. Es importante resaltar que se ha sugerido que la orina es la muestra mas practica para dicho
analisis, debido a que puede evitarse la formacion de novo espontanea de MGo de triosas fosfato,
lo cual sucede en matrices bioldégicas mas complejas [300, 305, 306]. Se pueden encontrar
revisiones breves y comparaciones de procedimientos analiticos en la parte introductoria de
muchos articulos encontrados en la literatura[297, 298, 302, 304, 307] y en revisiones
exhaustivas[242, 308], la vasta mayoria de ellos basados en la derivatizacién pre columna
apropiada, seguida por la separacion cromatografica o electroforética de los derivados de los
compuestos de interés. En lo que concierne al uso de agentes derivatizantes en cromatografia
liquida, deben resaltarse los compuestos aromaticos 1,2-diamino sustituidos, los cuales producen
quinoxalinas fluorescentes [309]. En particular, 1,2- diaminobenceno[286, 306], 1,2-diamino-4,5-
dimetoxibenceno[300, 305, 310], 1,2-diamino-4,5-metilenedioxibenceno [311], 4,5-dicloro,1.2-
diaminobenceno[293] o 2,3-diaminonaftaleno[303] han sido utilizados hasta ahora. Como ya ha
sido mencionado, el diacetil raramente ha sido detectado en orina (tabla IV.1) y algunos autores
utilizaban este compuesto como estandar interno[298, 300, 302]. Es necesario resaltar, que la 4-
metoxi-o-fenilendiamina (4MPD) ha sido utilizada para la determinacion fluorimétrica de diacetil
en vino[312]. La meta de este trabajo era establecer un nuevo procedimiento para la
determinacidn de Go, MGo y DMGo a niveles fisiolégicos en orina. Para este fin, hemos propuesto
utilizar dietilglioxal (DEGo) como estandar interno, examinamos el uso de la 4-metoxi-o-
fenilendiamina como agente derivatizante para la separacién de las quinoxalinas fluorescentes
por cromatografia liquida en fase inversa. Mediante el uso de un original pretratamiento de
muestra, los resultados obtenidos en el analisis de muestras reales han demostrado que el
procedimiento propuesto permite la cuantificacidn de los tres compuestos de interés en muestras
de sujetos que presentan diversas exposiciones o condiciones clinicas.
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Limites de deteccion (LD) y concentraciones encontradas (c, rango o media + DE)

Go

MGo

DMGO

No DCDB GC-ECD - nd - nd 860 pg/L 1.73 £ 0.04 [293]
especifican nmol/mg*
No TRI HPLC-FLD 32 pmol 13.18 uM 11 pmol 1.50 uM 99 pmol 2.10 uM [301]
especifican
Sano DDB2 HPLC-FLD - 50-250 uM - 20— 100 puM - nd [300]
2.9-14.9 mg/L 1.4-7.2 mg/L
4.7 + 1.4 pg/mg* 2.2+0.7 ug/mg*
Sano DDP  HPLC-DAD/FLD  5.30 pg/L 19.02 ug/L 6.71 pg/L 24.07 pg/L - nd [299]
0.43-1.50 pg/mg* 0.30-0.90 pg/mg*
No DAN SBSE- 15 ng/L 268.916.3 pg/L 25 ng/L 94.1+3.2 pg/L - nd [303]
especifica HPLC-DAD
Diabético DAP GC-FID - Nd 40 pg/L 170-250 pg/L 50 pg/L ne [302]
Diabético DDB1 GC-FID 20 pg/L 170-400 pg/L 10 pg/L 190-360 pg/L 10 pg/L ne [298]
Diabético TBA CE-AD 1.0 pg/L 20.1-21.1 pg/L 0.2 pg/L 11.7-12.2 pg/L - nd [297]
control 64.1-71.4 ug/L 29.4-127.2 pg/L
Diabético TRI HPLC-FLD 0.16 pg/L  0.30-1.1 pg/mg* 0.44 pg/L 0.1-0.3 pg/mg* 0.43 pg/L ne [304]
control 0.57-0.84 pg/mg* 2.0-3.8 ug/mg *
Diabético 4MPD HPLC-FLD 0.46 pg/L 17.0-43.2 pg/L 0.39 pg/L 17.3-27.0 pg/L 0.28 pg/L 13.2+1.6 pg/L Este
sano 71.2-175 pg/L 53.8—249 ug/L 64.6 £ 3.4 ug/L trabajo

69

* — normalizado con creatinina; nd — no determinado en este trabajo; ne — no encontrado; AD — deteccién amperométrica ; CE — electroforesis capillar; DAN - 2,3-
diaminonapftaleno; DAP - 1,2-diaminopropano; DCDB — 4,5-dicloro,1.2-diaminobenceno; DDB - 2,3-Diamino-2,3-dimetilbutano; DDB2 - 1,2-diamino-4,5-dimetilendioxibenceno;
DDP — sulfato de 5,6-diamino-2,4-hidroxipirimidina; DMB - 1,2-diamino-4,5-dimetoxibenceno; SBSE — extraccion con barra magnética; TBA — acido 2-tiobarbiturico; TRI - 6-
hidroxi-2,4,5-triaminopirimidina.

Tabla IV.1. Algunos ejemplos de procedimientos analiticos propuestos para la determinacidn de glioxal, metilglioxal 6 diacetil en orina.
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IV.4.2. Materiales y métodos

Se utilizé un equipo de cromatografia liquida Agilent serie 1200, equipado con bomba
cuaternaria, placa automuestreadora, termostato de columna, detector fluorimétrico; asimismo
se utilizé el software Chemstation (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA). La columna
cromatografica fue Kinetex C18 (150 x 3 mm, 2.6 um) y precolumna C18, ambos de Phenomenex.
Todos los reactivos fueron grado analitico. Se usé agua deionizada (18.2 M cm, Labconco, USA)
y acetonitrilo gradoHPLC (Fisher Scientific, Pittsburgh, USA). Las soluciones estandar conteniendo
1 mg/mL de glioxal (Go, ethanedial, Fluka), metilglioxal (MGo, 2-oxopropanal, Sigma), diacetil
(DMGo, butane-2,3-dione, dimethylglyoxal, Fluka) y dietilglioxal (DEGo, hexane-2,3-dione,
diethylglyoxal, Sigma) fueron preparados en agua desionizada. También se utilizaron los
siguientes reactivos Sigma: 4-metoxi-o-fenilendiamina  dihidroclorhidrico  (4-metoxi-o-
phenylenediamine dihydrochloride, 4MPD, reactivo derivatizante), acido clorhidrico, acido
acético, fosfato dibasico de potasio, hidroxido de sodio, 2-mercaptoetanol, cloruro de sodio,
trietilamina (TEA). La primera orina de la mafana fue proporcionada por voluntarios
caracterizados de la siguiente manera: tres adultos sanos, estos mismos adultos después de la
ingesta de alcohol la noche anterior, tres miembros del equipo de natacion juvenil y tres pacientes
diabéticos. Muestras adicionales de individuos saludables fueron usadas para la evaluacidon de los
limites de deteccidn y cuantificacidon del método.

IV.4.2.1. Protocolo del procedimiento analitico desarrollado

Los tres pequeios compuestos dicarbonilicos de interés en este trabajo son quimicamente
inestables y sin embargo ubicuos, por ello se requiere tener un cuidado especial durante la
preparacion de los estdndares, reactivos y muestras. En particular, todas las soluciones fueron
purificadas mediante la derivatizacidon de dicarbonilos potencialmente presentes con 4MPD y con
la subsecuente eliminacion de sus respectivas quinoxalinas mediante extraccidon en fase sélida
(Supelcoclean LC-18 SPE Tubo de 3 mL, product 57012 SUPELCO). Para la purificacion de la 4MPD,
un cartucho fue acondicionado con 3 mL de acetonitrilo seguido de 3 mL de acetonitrilo: agua
(30:70); dicho cartucho se llevd a sequedad. Después, 1mL de 4MPD 20 mg/ml en
acetonitrilo:agua (30:70) fue pasado a una velocidad de flujo de 0.5 mL/min y 10 pL de 2-
mercaptoetanol fueron adicionados a la solucién final. Se agregd una alicuota de 4MPD para la
purificacién de las soluciones de fosfato; la mezcla se dejé toda la noche a 60 °C y luego fue
purificada de quinoxalinas pasando la solucidn por el cartucho SPE; en este caso el cartucho fue
acondicionado con 3 mL de acetonitrilo y 3 mL de agua. Las soluciones de trabajo de Go, MGo,
DMGo y DEGo (5 mg/L cada uno) fueron preparadas diariamente, usando agua purificada y
desionizada del dia. Después de su recoleccion, 1.5 mL de la muestra de orina fueron adicionados
en un tubo eppendorff, transportados al laboratorio protegiéndolos de la luz y almacenados a — 20
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°C por un periodo de tiempo no mayor de un mes antes del andlisis. Para el analisis, se tomé una
alicuota de orina o de la solucidn de calibracién de los estandares (200 pL fueron mezclados con
20 plL de estandar interno (5 pg/mL DEGo), se le agregaron 200 plL de acetonitrilo; la muestra fue
congelada a -20 °C por 30 min y centrifugada (10 000 g, 5 min). Para la reaccidn de derivatizacion,
se mezclaron 150 pL de sobrenadante con 240 uL de agua, 60 uL de tampdn de fosfatos (500
mM, pH 7.4), se mezclaron en vortex, y se les afiadieron 10 uL de 4MPD purificado (20 mg/mL). La
mezcla se incubd a 40 °C durante 4 h. Finalmente, la muestra fue acidificada con 10 pL de HCI 3M,
diluida con 200 uL de acetonitrilo, saturada con cloruro de sodio, llevada al vortex y centrifugada
(10 000 g, 5 min); se tomaron 75 uL de la fase organica, misma que se mezclé con 150 puL de las
fases moviles Ay C (1:1) conteniendo 5% de 2-mercaptoetanol. El volumen de inyecciéon en el
sistema HPLC-FLD fue de 20 pL. La separacién de las quinoxalinas respectivas para Go, MGo,
DMGo y DEGo fue llevada a cabo usando tres fases moviles: (A — agua; B — acetonitrilo; C - 0.8%
acido acético, 0.6% trietilamina, pH 4.3) y con el siguiente gradiente de elucién: 0 - 1 min 70% A,
20% B, 10% C; 1 - 6 min 50% A, 40% B, 10% C; 6 — 8 min 20% A, 70% B, 10% C; 8 - 10 min 10% A,
80% B, 10% C; 10 — 10.2 min 70%A, 20%B, 10%C; 10.2 — 12 min 70%A, 20%B, 10%C, con una
velocidad de flujo de 0.5 mL/min. Para la deteccién fluorimétrica, las longitudes de onda de
excitacion y emision se fijaron a 344 nm y 420 nm, respectivamente. La calibracién se llevé a cabo
usando una serie de soluciones estandar que contenian Go, MGo, DMGo a 0; 25; 50; 75; 100; 150;
200 pg/L cada uno, y con 500 pg/L de El; sin embargo es importante recalcar que se observo
respuesta lineal al menos hasta 1000 pg/L sin necesidad de cambiar la atenuacion del detector de
fluorescencia. Para la evaluacidon de recuperacion, se agregaron 3 puL y 6 pL de la mezcla de
estandares (5 pg/ml de cada analito) a las muestras de orina, obteniendo 75 y 150 pg/l de cada
compuesto agregado, en las orinas.

IV.4.2.2. Analisis estadistico

Los resultados presentados son la media obtenida para tres replicas independientes, tanto los
calculos de las desviaciones estandar como los trazos de las graficas fueron obtenidos usando
Microsoft Excel 2007. Los datos fueron evaluados para obtener la significancia estadistica
mediante la prueba t no pareada, incluida en Microsoft Excel 2007, estableciendo el valor p < 0.05.

IV.4.3. Resultados y discusion

Las principales dificultades en el andlisis de glioxal, metilglioxal y dimetilglioxal en matrices
clinicas, abarcan desde sus bajas concentraciones, alta reactividad, posible polimerizacién o
formacién de aductos con los componentes de la mezcla, generacién de novo durante el manejo
de la muestra y también el riesgo de contaminacion de la muestra, los reactivos, agua e incluso
aire[242, 300, 308]. A este respecto, el pretratamiento de la muestra, la derivatizacidn, el control
de contaminacién y la proteccidn contra la oxidacién se vuelven las partes mas criticas de
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cualquier procedimiento analitico que se pudiera proponer/emplear. En particular, las condiciones
utilizadas en las etapas del procedimiento previas a, y durante la derivatizacidén, deben ser tan
suaves como sea posible, evitando cambios drdsticos de las condiciones quimicas y calentamientos
prolongados. En este trabajo, todas las soluciones fueron purificadas antes de usarse, tal como se
describe en materiales y métodos, las muestras de orina fueron almacenadas en tubos de plastico
nuevos a -20 °C, protegiéndolas de la luz. El estandar interno fue agregado directamente a la
muestra; para tal propdsito utilizamos DEGo, debido a sus similitud estructural con los tres o-
cetoaldehidos y debido a su ausencia en matrices bioldgicas.

NH
0 2 R1
I J NH, AN
Ry N A0 F ANl /|r
| I — S 2H0
0 \0 L N=— ‘R2
0. - cetoaldehido 4- metoxi -o -fenilenediamina 6 - metoxiquinoxalina
R1,R2=H - Glioxal 6 — metoxiquinoxalina
R1=H,R2=CH3 - Metilglioxal 6 — metoxi -2-metilquinoxalina
R1,R2=CH; - Diacetil 6 —metoxi -1,2-dimetilquinoxalina
R1,R2=CH,CH3 - Dietilglioxal 6 — metoxi -1,2-dietilquinoxalina

Figura IV.1. Esquema de la reaccidn de derivatizacion.

Tal como se describe en la introduccidn a este capitulo, muchos derivados del 1,2-diaminobenceno
han sido usados con antelacién para obtener quinoxalinas fluorescentes; sin embargo,
dependiendo de la estructura quimica y de la muestra bioldgica, se han reportado muy diferentes
condiciones de reaccion[286, 293, 300, 305, 306, 309, 310]. Especificamente en el andlisis de
orina, el rango de pH aplicado durante la derivatizacidn varia desde pH 2 hasta pH 10, el tiempo de
la reaccién varia entre 10 minutos y 15 horas y la temperatura va desde temperatura ambiente
hasta 75 °C [293, 297-304] (Tabla IV.1). Teniendo como objetivo obtener un alto rendimiento en
la formacion del fluoréforo a un pH neutro, examinamos la 4MPD como agente derivatizante (el
esquema de la reaccidén y el espectro de fluorescencia de las quinoxalinas respectivas se
presentan en las Figuras IV.1y IV.2).
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Figura IV.2. (a) Espectro de fluorescencia obtenido para la quinoxalina correspondiente a glioxal
adquirido en el maximo de su pico cromatografico y registrado con referencia automatica. (b)
Espectro de fluorescencia adquirido antes de la elucién del pico (fase movil), sin referencia.
Las longitudes de onda de excitacién y de deteccidn se establecieron bajo el criterio del mayor
valor posible de la relacion sefial/ruido; en concreto para 344 nmy 420 nm, respectivamente, el
mas alto valor de S/R comparado con el valor obtenido en el maximo del espectro (407 nm).

Para evitar las modificaciones oxidativas de este reactivo, a la mezcla de reacciéon siempre se
agrego 2-mercaptoetanol. La figura IV.3a muestra fotografias de las diferentes muestras de orina
después de la adicion de 4MPD sin la proteccion antioxidante, mientras que en presencia de 2-
mercaptoetanol las soluciones son transparentes y no presentan color alguno. Es necesario
mencionar que también se probaron como antioxidantes bisulfito e hidrosulfito de sodio, pero se
observd que su presencia impide la reaccién de derivatizacion (los cromatogramas obtenidos para
la mezcla de estandares de Go y MGo después de la adicion de 2-mercaptoetanol, bisulfito de
sodio e hidrosulfito de sodio se presentan en la Figura IV. 3(b).

Una vez establecidas las condiciones de deteccion, se examinaron individualmente los efectos de
la temperatura, el tiempo y el pH empleado durante la derivatizacidon para cada uno de los
compuestos, usando un exceso molar del 4MPD respecto a los solutos de 20:1 aproximadamente.
Sin ajustar el pH, por periodos de tiempo relativamente cortos (menos de 1 hora) y con un rango
de temperatura de 25 °C — 80 °C, las sefiales fluorescentes de los cuatros compuestos se fueron
incrementando gradualmente; sin embargo, se observd una baja repetibilidad de las sefiales
analiticas a partir de temperatura 60°C y las sefiales tendian a decrecer, especialmente en
presencia de la matriz de orina. Posteriormente, examinamos periodos de incubacién mas largos,
ajustando la temperatura a 40 °C y los resultados obtenidos se presentan en la Figura IV.4. Como
puede observarse, la repetibilidad de la sefial para los 4 compuestos después de 4 horas de
incubacién fue totalmente aceptable (RSD < 1.5% para 10 réplicas independientes). De acuerdo a
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Akira et al. [300], tiempos de reaccién prolongados en orina diluida favorecen la liberacién de a-
cetoaldehidos de sus posibles aductos y la formacidn de derivados de 1,2-diaminobenceno, asi
que, para este trabajo se usaron 4 horas de incubacién a 40 °C.

(2)
See
e
l \/ \! &
=

(a) Con proteccion antioxidante la solucion final es transparente.
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(b) En presencia de 2-mercaptoetanol se observa la eliminaciéon eficiente del pico mayor que eluye
primero. Los aniones bisulfito e hidrosulfito pueden causar sulfonacion de la 4MPD, impidiéndole

asi reaccionar con los O(-cetoaldehidos.

Figura IV. 3. (a) Muestras de orina después de la reaccién de derivatizacion con 4MPD sin
proteccidn antioxidante. (b) Cromatogramas obtenidos para los estandares de Go y MGo (50ug/L

cada uno), usando diferentes agentes antioxidantes. (Condiciones de deteccidn lex = 344

nm,lem:420 nm, columna Hypersil C18 150x3 mm, 3um).
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Figura IV.4. Sefales de fluorescencia para glioxal, metilglioxal, diacetil (500 ug/L, cada uno) y
dietilglioxal (1000 pg/L) después de su derivatizacién con 4MPD, obtenidas para diferentes
tiempos de reaccidn a 40 °C. (Para mayor claridad en la presentacion, se usaron las condiciones
finales de reaccién mientras se variaba el tiempo de incubacién, ver Materiales y métodos).

La Figura IV.5 muestra el efecto del pH (en el intervalo 2 a 10 ajustado con tampdn Britton-
Robinson 0.1M). Como se puede observar en esta figura, entre las sefiales individuales de los 4
derivados de los o-cetoaldehidos; este parametro fue esencial para Go y MGo y los cambios
observados pueden asociarse con procesos de polimerizacién que hacen que ambos compuestos
sean menos reactivos en la derivatizacién, precisamente dependiendo del pH[313, 314]. A este
respecto, nuestros resultados son consistentes con estudios computacionales que reportan
diferentes vias de polimerizaciéon para MGo y Go[313]. En el citado trabajo se encontré que la
estructura hidratada era inestable para MGo, por lo que la dimerizacién via condensacion de
aldoles era favorecida termodindmicamente y este efecto podria explicar la disminucién de la
sefial del fluoréforo de MGo en condiciones alcalinas (Fig. I1V.5). Por el contrario, para Go, las
estructuras completamente hidratadas son favorecidas termodinamicamente y la via de
polimerizacidn propuesta fue por la dimerizacion de acetales[313], lo cual concuerda con el
menor rendimiento de derivatizacidon observado en medio acido(Fig. 1V.5). Las sefiales analiticas
de DMGo y DEGo no fueron afectados por los cambios de pH (Fig. 1V.5), debido a que ambas
moléculas tienen dos grupos alquilo en sus estructuras (es decir, son dicetonas) que obstruyen su
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polimerizacidon. Debe notarse que incubaciones en pH neutro, a 4° C durante 24 horas, han sido
reportadas previamente para la derivatizacion de MGo y Go con 2,3-diaminonaftaleno en plasma
sanguineo[244, 315]; las condiciones de pH seleccionadas en este trabajo son muy similares, pero
la reaccién con 4MPD no puede completarse en un tiempo razonable a temperaturas menores de
40 °C. Estas condiciones de reaccion relativamente suaves (pH 7.4, 40 °C, 4 horas, en la oscuridad)
parecen ser muy adecuados para orina, dado que se evitan posibles transformaciones y

formaciones de novo de los analitos [305, 316].

En cuanto a la etapa de pretratamiento de muestra, en el andlisis de materiales clinicos mas
complejos tales como suero sanguineo, plasma, higado u otros tejidos, se han recomendado
tratamientos dacidos, previos a la derivatizacion, con el fin de liberar a-cetoaldehidos unidos
reversiblemente, para inactivar la actividad enzimatica y para la precipitacion de matriz[305, 310,
316]. En el caso de orina, la muestra quimicamente menos compleja, también se han reportado
otros pretratamientos, como dilucidn simple[300, 301, 305] extraccion en fase sélida [297, 304] o
la adicion de solvente organico[298, 302].La idea original de este trabajo fue emplear acetonitrilo
para precipitacion de matriz y, después, para la recuperacion de los analitos derivatizados, de la

mezcla acidificada, mediante la separacién de fases inducida por sal.
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Figura IV.5. Efecto del pH durante la reaccién de derivatizacion sobre las sefiales de las
quinoxalinas de glioxal, metilglioxal, diacetil (500 pg/L, cada uno) y dietilglioxal (1000 pg/L). (Para
mayor claridad en la presentacion, se usaron las condiciones finales de reaccién mientras se

variaba el pH, ver Materiales y métodos).
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Como se presenta en la figura IV.6, para los 4 compuestos considerados en este trabajo, el
acetonitrilo presente durante la reaccidon de derivatizacion tuvo un efecto insignificante sobre las
sefiales de fluorescencia hasta una concentracién del 20% (v/v). Basandonos en las
consideraciones y experimentos anteriores, el protocolo final propuesto para el procesamiento de
la muestra previo a su analisis cromatografico, fue simple, no riguroso y no requiere condiciones
guimicas drasticas. Aunado a la detallada descripcion dada en materiales y métodos, se debe
subrayar que las soluciones de calibracidn y las muestras de orina fueron procesadas de manera
idéntica, siempre en presencia del estandar interno. Después de su precipitacién con acetonitrilo,
la orina se diluyd 1:3 para promover la reaccion de derivatizacion[300] vy para disminuir la
concentracion de acetonitrilo (Fig IV.6).
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Figura IV.6. Efecto de la concentracidn de acetonitrilo en la mezcla de reaccién sobre las sefales
fluorescentes obtenidas para las quinoxalinas de glioxal, metilglioxal, diacetil (500 pg/L, cada uno)
y dietilglioxal (1000 pg/L). (Para mayor claridad en la presentacion, se usaron las condiciones
finales de reaccién mientras se variaba la concentracién de acetonitrilo, ver Materiales y
métodos).

Una vez que terminé la reaccion, la muestra fue acidificada con 10 pL de HCl 3M, se agregd otra
porcién de acetonitrilo, la mezcla se saturd con cloruro de sodio y, después de llevarla al vortex y a
centrifugar, las quinoxalinas se recuperaron en la fase organica (capa superior - acetonitrilo),
mientras que los componentes polares de la muestra se quedan en la capa acuosa inferior (La fig.
IV.7 muestra los cromatogramas obtenidos para orina con y sin pretratamiento). Obviamente, el
procedimiento propuesto basado en la extraccion y separacién de fases mediante el efecto de sal,
no puede ser controlado con precision, los posibles errores aleatorios en este procedimiento no-
riguroso fueron compensados por el uso del método del estandar interno.
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La separacién de quinoxalinas mediante cromatografia liquida de fase inversa ha sido reportada
usando gradientes de elucidn con fases moéviles conteniendo acido trifluoroacético diluido o
tampones ligeramente acidos (fosfatos, formiatos, acetatos; pH < 3.5) y metanol o acetonitrilo
como modificador orgdnico [242, 300, 305, 306, 310, 311, 317, 318].
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Figura IV.7. Cromatogramas de HPLC-FLD para muestras de orina sin pretratamiento ( ) y
después del pretratamiento propuesto en este trabajo (----). (Columna Hypersil C18, 150 x 3 mm,

3 um)

En este trabajo se usé una columna de nucleo sélido (Kinetex C18; 150 x 3 mm, 2.6 um) teniendo
como objetivo mejorar la eficacia de separacion y minimizar la anchura de pico con respecto al
desempeio obtenido tipicamente con las columnas analiticas cldsicas. Las fases mdviles acuosas
anteriormente propuestas fueron probadas en combinacién con acetonitrilo y variando el pH en el
rango de 2.0 - 7.5. Con el fin de mejorar la forma del pico (la menor anchura posible, buena
simetria), la fase movil contenia trietilamina. Las condiciones seleccionadas finalmente se
enumeran en materiales y métodos; se obtuvo resolucién a linea base de los cuatro solutos con
tiempos de retencion 5.833 + 0.003 min para Go, 6.987 + 0.004 min para MGo, 7.880 + 0.003 min
para DMGo, y 11.120 + 0.004 min para DEGo y la corrida cromatografica se completé en 12
minutos. Vale la pena resaltar que la separacidn de los compuestos considerados en este trabajo
no ha sido llevada a cabo antes; sin embargo, han sido reportadas corridas cromatograficas de 10
minutos para una quinoxalina (MGo) [310] hasta 45 minutos para tres quinoxalinas (Go,MGo y
DMGo como El) [300]. Los cromatogramas tipicos obtenidos para las soluciones de calibracién se
presentan en la Figura IV. 8(a) y los pardmetros analiticos evaluados con base en el proceso de
calibracion son resumidos en la Tabla IV.2. Estos pardmetros fueron evaluados siguiendo los
procedimientos de la conferencia internacional para la armonizacion de requerimientos técnicos
para el registro de farmacéuticos para uso humano(ICH)[319].
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(a) Las soluciones de calibracion para Go, MGo y DMGo a tres niveles de concentracidn:
(---) blanco; (") 75 pg/L; (—) 150 pg/L. (DEGo 500 pg/L como estandar interno El).
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(b) (----) Orina de un adulto saludable diluida cinco veces (blanco); (—) La orina de este mismo

sujeto sin dilucién alguna: 14.3 + 0.9 pg/L Go, 11.0 + 0.7 ug/L MGo, 16.1 * 0.9 ug/L DMGo.
(DEGo 500 pg/L como estandar interno El).

DEGo
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(c) (—) Orina de nadador (69.2 + 2.1 ug/L Go, 56.1 £ 1.8 ug/L MGo, 42.7 £ 1.1 yg/L DMGo); y
esta misma orina después de la adicidon de dos puntos de adicidn de estandar: (---) 75 pg/Ly

(--) 150 pg/L de Go, MGo, DMGo agregados. Estandar interno (500 pg/L DEGo).

Figura IV.8. Cromatogramas tipicos obtenidos mediante el procedimiento HPLC-FLD propuesto.
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Tabla IV.2. Pardmetros analiticos evaluados para el procedimiento propuesto.

Parametros ILYE] Metilglioxal DIET]
Tret£ DE, min 5.833 £0.003 6.987 £ 0.004 7.880 £ 0.003
Calibracién™ y = 4.009¢ + 0.002 y =3.570c + 0.001 y =3.397¢ + 0.002
Error estd para la pendiente, % 3.6 3.2 2.9
Error estd para el intercepto, % 12.5 10.7 10.1
R? 0.9999 0.9999 0.9997
Limite de calibracién 0.46 0.39 0.28

instrumental LD, pg/L

Limite de calibracién 0.77 0.65 0.47
instrumental LC, ug/L

LD del método, pg/L 2.31 2.01 1.82
LC del método, pg/L 3.88 3.35 3.06
v % 1.1 0.5 0.6
v % 2.7 1.8 1.6

1 . s . s . . A . . . 7 .
W _ ecuacién de regresion lineal, y — cociente de area de pico (analito/El), c — concentracién del analito

ug/L, @ _ el coeficiente de variacién representa la repetibilidad, evaluada basandonos en 6 réplicas de

(3)

la concentracién del analito 500 pg/L; - el coeficiente de variacion representa la precision

intermedia, evaluada basandonos en 6 réplicas de la concentracién del analito 500 pg/L [319].

Especificamente, los limites de deteccidn y cuantificacién (LD, LC) fueron evaluados tomando en
cuenta la relacidn sefial/ruido, se adoptaron como criterios 6 y 10 desviaciones estandar para LD y
LC, respectivamente, y se usé la sefial obtenida para el estandar de calibracidon mas bajo. Para
evaluar LD y LC instrumentales, la linea base fue adquirida del cromatograma del blanco de
calibracién (Figura 1V.8(a)), mientras que para el LD y LC del método, se usé como blanco, la orina
de un voluntario saludable diluida cinco veces (Figura IV.8(b)). Como puede observarse, los limites
de deteccién instrumentales son comparables a los reportados en otros estudios recientes
enfocados en andlisis de orina (Tabla IV.1) [297, 304].

En la aplicacién del procedimiento, se analizaron muestras de orina de varios voluntarios y, en la
figura 1V.8(c) se presentan los cromatogramas tipicos obtenidos después de la adicion de dos
concentraciones de adicion de estandar para la orina de un nadador joven (La Figura IV.9 muestra
los cromatogramas para orina con y sin El, demostrando que DEGo no estd presente en la
muestra, asi que se puede usar de forma segura como estandar interno).
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Figura IV.9. Cromatograma de HPLC-FLD para una muestra de orina, se muestra la regién de

elucién del DEGo: (---) orinasin El; (" ) orina con El (DEGo 500 pg/L)

Tabla IV.3. Resultados de los experimentos de recuperacion, la media se obtuvo analizando

tres réplicas independientes con sus respectivos valores de desviacién estandar.

Analito Glioxal Metilglioxal DIET]|

ERELIG]

Media Media Media
Recuperacién % Recuperaciéon % Recuperacién %
ug/L DE ug/L DE ug/L DE ug/L

Orina 1 (adulto saludable)

0 31421 - 173+1.6 - Nd -
75 103+6 95.5 86.2+2.1 91.9 70.8+2.3 94.4
150 179+ 4 98.4 1647 97.8 1456 96.7

Orina 7 (nadador joven)

0 69.2+2.1 - 56.1+1.8 - 42.7+1.1 -
75 146 +4 102 126 +£3 93.2 114+ 4 95.1
150 224 +6 103 198+6 94.6 192 +5 99.5

Los resultados de la recuperacion obtenida para esta y para otra orina (adulto sano) se muestran
en la tabla IV.3; como puede observarse, los porcentajes de recuperaciéon se encuentran en el
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rango de 95.5 — 103% para Go, 91.9 — 97.8% para MGo y 94.4 — 99.5% para DMGo, lo que nos
indica una exactitud aceptable.

Tabla IV.4. Concentraciones encontradas de Go, MGo y DMGo en el andlisis de soluciones
estandar de glucosa (1-100 mM) analizadas directamente y después del pretratamiento SPE.

Glucosa, Glioxal, pg/L Metilglioxal, ug/L Diacetil, ug/L

mM

directo directo Directo

1 nd nd nd nd nd nd
50 6.4+0.6 0.6%0.2 3.1+0.4 nd nd nd
100 13.4+1.5 1.4+0.3 73+04 0.6+0.2 nd nd

nd: no detectado.

Dado que la glucosa esta presente en la orina, fue necesario examinar su posible degradacion
oxidativa a Go, MGo y DMGo durante el pretratamiento de muestra. Para este fin, el
procedimiento propuesto se llevd a cabo usando soluciones acuosas de glucosa en niveles de
concentracién de 1, 50 y 100 mM (niveles normales de glucosa en orina llegan hasta 0.8
mM)[320]. Las soluciones fueron purificadas con cartuchos de extracciéon en fase sélida (SPE)
previo a su analisis tal como se describe en la parte experimental de este capitulo. Al analizar la
solucion 1 mM de glucosa, no se detectd ninguno de los 3 analitos, y sélo se encontré Go al
analizar la solucion 50mM de glucosa (por debajo del limite de cuantificacidn). Es necesario
mencionar que la glucosa como reactivo, contiene trazas de Go y MGo (comparar los resultados
cuantitativos obtenidos para Go, MGo y DMGo en las soluciones de glucosa con y sin tratamiento
con cartucho SPE se presentan en la tabla IV.4).

Otro aspecto importante para examinar fue la estabilidad de los o- cetoaldehidos en orina. Para
ello se tomd una alicuota de orina fresca y se dividié en cinco porciones, una de ellas se analizd
inmediatamente y las otras cuatro se mantuvieron en tubos eppendorf a — 20 °C protegidas de la
luz. Se llevd a cabo el analisis por triplicado de cada porcidn; la primera porcién al dia siguiente, la
segunda después de una semana, la tercera después de un mes vy la quinta después de tres meses
respectivamente. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los
resultados obtenidos durante el primer mes; mientras que después de tres meses, las
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concentraciones de los tres compuestos disminuyo notablemente (los resultados obtenidos en
estos experimentos se presentan en la tabla IV.5).

Tabla IV.5. Resultados obtenidos en la determinacién de Go, MGo y DMGo en orina después de
diferentes tiempos de almacenamiento de muestra (- 20 ° C protegidas de la luz, n=3)

Concentracion + DE, ug/L encontradas después de diferentes periodos de tiempo.

Analito

Glioxal 43.0+£2.0 43.2+2.1 42520 42.7+23 374+2.4
Metilglioxal 273+1.8 27.0+£1.2 273+1.9 27.8+1.5 241+1.8
Diacetil 13.4+1.8 13.2+1.6 129+2.1 12.8+1.9 6.1+2.2

Los resultados después de 3 meses fueron estadisticamente mas bajos comparandolos
con los obtenidos después de 2 horas, (prueba t, p< 0.05).

Finalmente, se examind en un enfoque similar la estabilidad de los derivados de la quinoxalina,
pero comparando las sefiales analiticas obtenidas inmediatamente después de la preparacion de
la muestra con las sefiales obtenidas cuando el extracto de acetonitrilo se dejé por 6, 12 y 24
horas a temperatura ambiente. Los resultados obtenidos indican que las muestras de orina
procesadas deben inyectarse al sistema HPLC-FLD a mas tardar 12 horas después de completar su
preparacion.

Una vez caracterizado el procedimiento, se procedid con el andlisis de muestras provenientes de
personas con diferente grado de exposicion y/o que se encontraban en diferentes condiciones
clinicas; esto con el fin de examinar si el procedimiento permite detectar diferencias entre niveles
de los tres analitos entre estos grupos de individuos. En la tabla IV.6, se presentan los resultados
cuantitativos para tres voluntarios sanos, tres pacientes diabéticos y tres nadadores jovenes; vale
la pena sefialar que para los adultos saludables y los pacientes diabéticos, los resultados obtenidos
en este trabajo se encuentran en los rangos reportados recientemente (Tabla 1V.1). No hay datos
disponibles sobre a-cetoaldehidos en orina de deportistas de alto rendimiento; sin embargo, el
incremento de biomarcadores de estrés oxidativo ha sido reportado recientemente en nadadores
juveniles[321]. Es también conocido que las especies dicarbonilicas se generan en el agua de las
albercas como productos de las reacciones derivadas de la desinfeccion[303, 322], asi que las
concentraciones relativamente altas de Go, MGo y DMGo en jévenes atletas parecen confirmar su
exposicién a estos compuestos por via respiratoria y cutanea y los resultados obtenidos en este
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estudio, alertan sobre una posible problematica e indican la necesidad de un estudio mas
profundo. Se debe recalcar que la prueba estadistica, prueba t (p < 0.05) revelé concentraciones
significativamente mads altas de glioxal en pacientes diabéticos y en jévenes nadadores
comparados con el control, adultos saludables.

Tabla IV. 6. Resultados obtenidos para glioxal, metilglioxal y diacetil en diferentes muestras de
orina obtenidos en analisis por triplicado. (Para cada par de grupos, los valores de la media fueron
comparados estadisticamente y estas mismas letras indican diferencias encontradas para p<0.05).

Muestra Glioxal, pg/L Metilglioxal, pg/L Diacetil, pg/L

CUCULEN |ndividual Media Individual Media Individual Media
Adultos saludables
1 31421 17.3x1.5 nd
2 17.0+£0.8 30.5+13 21.2+1.1 21.8+5 nd -
3 432+2.1 (a,b) 27.0+1.2 (c,d,e) 13.2+16

Adultos después de la ingesta de alcohol

la 44.8+2.2 51.1+1.9 37.3+0.8
2a 29.2+1.8 60.0 £40 32.7+21 453+11 nd -
3a 106 £7 52.1+0.9 (c, f) 429+1.2

Pacientes Diabéticos

4 71.2+1.8 53.8+1.1 nd
5 87.2+23 111+ 56 241+ 12 181 +111 nd -
6 175+ 12 (a) 249+ 14 (d, f) 64.6 +3.4
Nadadores jovenes
7 69.2+2.1 56.1+1.8 427+1.1
8 91.3+2.7 81.7+11 68.3+1.6 58.1+94 37.1+09 38.0x43
9 84.6+2.5 (b) 499+1.5 (e) 34209

Para metilglioxal, las concentraciones encontradas en pacientes diabéticos, atletas y adultos
después de la ingesta de alcohol, fueron elevados con respecto a los adultos control (pacientes
sanos); los pacientes diabéticos tenian también concentraciones significativamente mas altas de
MGo en orina comparados con adultos después de la ingesta de alcohol; como ya se mencioné en
la introduccion, el diacetil es generado durante la metabolizacién del etanol, y este compuesto se
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considera un metabolito clave involucrado en la toxicidad y los mecanismos de adiccion del
etanol[290]. En este trabajo, el diacetil se encontrd en la orina analizada de un voluntario sano
(muestra 3), pero después de la ingesta de alcohol, este compuesto estaba presente en dos
muestras (muestras la y 3a, Tabla IV.6). Por otro lado, el diacetil estd clasificado como un
precursor de AGEs [290] y curiosamente se encontrd en una orina de paciente diabético a una
concentracién relativamente alta, si se le compara con otras muestras. Las tres muestras de orina
de nadadores contenian concentraciones de DMGo similares a los de los adultos después de la
ingesta de alcohol, pero mas bajos que en pacientes diabéticos.

Esta claro que los resultados experimentales obtenidos en este trabajo no nos permiten ninguna
interpretacion biomédica concluyente; sin embargo, los resultados presentados en la Tabla IV.6
demuestran que el procedimiento aqui propuesto puede recomendarse como una herramienta
analitica para tales estudios. Especificamente, el procedimiento permite determinar los 3 o-
cetoaldehidos, a niveles fisioldgicos en orina y ademds presenta sensibilidad suficiente para
detectar diferencias entre sujetos que presentan diversas condiciones clinicas o de exposicién.

IV.4.4. Conclusiones

En este trabajo, se utilizo la cromatografia de liquidos en fase inversa con deteccion fluorimétrica
para la determinacion de glioxal, metilglioxal y diacetil en orina, usando dietilglioxal como
estandar interno. Se demostré que la derivatizacion con 4-metoxi-o-fenilendiamina se puede llevar
a cabo de manera eficiente a pH neutro y empleando 4 horas de incubacién a 40°C, minimizando
asi los riesgos de cambio en la concentracién de los analitos antes y durante el curso de la
reaccion, respecto a otros procedimientos descritos en la bibliografia. En cuanto al tratamiento de
muestra, para evitar la adicion directa de acidos fuertes a la orina, usamos acetonitrilo para lograr
la precipitacion de la matriz. La concentracién de este solvente durante la reaccidon de
derivatizacion tuvo que mantenerse en 20% v/v. Después de la etapa critica que es la
derivatizacion, la inestabilidad de los analitos ya no era un problema, por lo que se pudo acidificar
la muestra, lo que nos permitid la recuperacidon de los analitos en forma de sus quinoxalinas
respectivas en este mismo solvente (acetonitrilo), obteniendo la separacién de fases inducida por
sal. La resolucidn cromatografica de las cuatro quinoxalinas se obtuvo en 12 minutos, lo cual junto
con el protocolo de tratamiento de muestra, hace que todo el procedimiento sea relativamente
rapido y simple. Cabe destacar, sin embargo que es necesario tener especial cuidado para evitar la
contaminacion y la degradacion oxidativa de las muestras. Los limites de cuantificacién evaluados
para los 3 a-cetoaldehidos, nos permiten su determinacion a niveles fisioldgicos; el procedimiento
es adecuado para la deteccion de diferencias de concentracién entre muestras/individuos en
diferentes estudios clinicos o de exposicidn.



86

Capitulo IV.5

IV.5. Avances en el desarrollo de los procedimientos analiticos para la determinacion de los
AGEs y sus precursores

IV.5. Jarabes de agave de alta fructuosa y sus altas concentraciones de metilglioxal:
¢Una opcion saludable para pacientes diabéticos?

IV.5.1. Introduccion

Durante siglos, las plantas de la familia Agavaceae han sido usadas de manera extensiva con
propdsitos tanto culinarios como medicinales. En particular, el alto contenido de fructo
oligosacaridos hace de estas plantas una rica fuente de prebidticos, mientras que, fitoquimicos
tales como flavonoides y saponinas son responsables por su actividad antinflamatoria, antiviral y
anticancerigena[323, 324]. Entre sus diferentes especies, Agave tequilana Weber es la materia
prima para la elaboracion del tequila y de jarabes de alta fructuosa. Tradicionalmente, la hidrdlisis
de fructanos, principalmente inulina, se lleva a cabo cociendo las pifias del agave en un horno de
ladrillo por 36 horas; este proceso a menudo se complementa con una hidrélisis acida
adicional[325]. De manera alternativa, diferentes inulasas de bacterias, hongos o levaduras, se
han introducido para mejorar la recuperacion de mono azlcares, al tiempo que se evita la
acidificacion y el calentamiento prolongado. [326, 327]. En la producciéon de jarabes, los
hidrolizados obtenidos son filtrados y sometidos a evaporacién en vacio a 90 °C [328]. El jarabe de
Agave presenta rangos similares de color, densidad y sabor comparado con mieles de abeja o de
maple; sin embargo su indice glicémico y su dulzura son aproximadamente dos veces mas bajos.
La norma oficial mexicana regula los sacaridos en los jarabes de agave de alta fructuosa (HFAS por
sus siglas en inglés) de A. tequilana de la siguiente forma: > 80% fructosa, < 15% glucosa, < 4%
sucrosa, inulina > 0.5%; y el valor de pH en el intervalo 4.0 - 6.0 [329].

El consumo de jarabes de alta fructuosa ha sido discutido ampliamente en términos de su
supuesta contribucidn a los crecientes problemas de obesidad y diabetes; sin embargo, se debe
tener en cuenta que, si se les compara con la sacarosa, se requieren cantidades menores de estos
productos para lograr la misma dulzura. Ademas, los jarabes de fructuosa derivados del agave
proveen fibra dietética y pueden contener varios compuestos bioactivos [330]. Aun cuando la
composicion quimica de las plantas de agave y la bioactividad de los extractos de las plantas han
sido estudiados extensivamente [323, 324, 331, 332], el andlisis de los jarabes de agave solo ha
sido llevado a cabo recientemente y los datos cuantitativos respecto a los compuestos

potencialmente bioactivos son escasos. [328].
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Como se describié anteriormente, cualquier proceso de elaboracion de HFAS involucra
calentamiento, el cual, junto con las condiciones ligeramente acidas y con la presencia de
proteinas, favorece las reacciones de Maillard [328]. En el contexto del presente trabajo, es de
especial interés, la posible generacién de compuestos carbonilicos, asi como la degradacidn de
productos del azucar y los intermediarios de la glicacidon de proteinas. A nivel celular, es sabido
que los o-cetoaldehidos son agentes citotéxicos, mutagénicos, carcinogénicos vy
prooxidantes[333]; sin embargo, estos compuestos dan sabor a la comida y algunos de ellos
presentan actividad bactericida, antiviral e incluso antitumoral[284, 330]. El impacto a la salud de
los a-cetoaldehidos exdgenos ingeridos en la comida no ha sido entendido del todo. Se ha
demostrado que al unirse a enzimas digestivas en el tracto gastrointestinal puede reducir su
biodisponibilidad; sin embargo, este mismo proceso puede también contribuir al incremento en la
formacién de productos de glicacién avanzada [296, 334]. Como un ejemplo de esta aparente
controversia, metilglioxal (MGo) es uno de los constituyentes, el cual junto con la liberacion de
peréxido de hidrégeno, un pH bajo y alta osmolaridad, es responsable por la bien conocida
actividad antibacteriana de la miel de abeja[335, 336]. En particular, la comercializacién de la miel
neo zelandesa Manuka, como UMF®(Unique Manuka Factor), se basa en su excepcional actividad
antimicrobiana no relacionada con perdxido de hidrégeno, con concentraciones cerca de 100
veces mayores de MGo comparada con otras mieles de abeja (Hasta 800 mg/kg de MGo en miel
manuka fresca y hasta 1500 mg/kg en miel almacenada mucho tiempo o en productos sometidos a
calentamiento) [337-339]. Vale la pena sefalar que el ungliento de miel manuka para heridas ha
sido aprobado por la agencia de Administracién de Medicinas y Alimentos de los Estados Unidos
(FDA) [340], un aspecto muy importante en la cura de las heridas de los pacientes diabéticos.

Basandonos en las consideraciones mencionadas, esta parte del trabajo de tesis se ha enfocado
en la determinacién de glioxal, metilglioxal y diacetil, buscando su posible asociacién con la
actividad bactericida de los jarabes de agave de alta fructuosa. Con fines comparativos, se
incluyeron mieles de abeja y jarabes de maiz de alta fructuosa. Hasta donde sabemos, este es el
primer reporte sobre pequefos o-cetoaldehidos en jarabes de agave de alta fructuosa (HFAS); la
determinacion se llevd a cabo mediante el procedimiento de cromatografia de liquidos con
deteccion fluorimétrica (HPLC-FLD), adaptada de la parte anterior de este documento [341]. Los
resultados obtenidos muestran concentraciones similares de MGo comparandolos con los
reportados para miel manuka y sugieren que, al menos en parte, este compuesto es responsable
por las propiedades antibacterianas no relacionadas con la liberacion del peréxido de hidrogeno
de los jarabes de agave.
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IV.5.2 Materiales y Métodos

Todos los reactivos fueron grado analitico. Para todos los analisis se usé agua desionizada (18.2
MQ cm, Labconco, USA) y acetonitrilo grado HPLC (Fisher Scientific, Pittsburgh, USA). Para la
determinacion de o-cetoaldehidos, las soluciones estandar contenian 1 mg/mL de glioxal (Go,
etanodial, Fluka), metilglioxal (MGo, 2-oxopropanal, Sigma) y diacetil (DMGo, butano-2,3-diona,
dimetilglioxal, Fluka) (DEGo, hexano-3,4-diona, dietilglioxal, Sigma) y fueron preparados en agua
desionizada. También se usaron los siguientes reactivos Sigma: 4-metoxi-o-fenilendiamina (4MPD,
reactivo derivatizante), acido clorhidrico, acido acético, fosfato de potasio dibasico, hidroxido de
sodio, 2-mercaptoetanol, cloruro de sodio, trietilamina (TEA), glucosa y fructosa. Los dicarbonilos
potencialmente presentes en las soluciones de reaccion fueron eliminados mediante la
derivatizacion con 4MPD y la extraccion en fase sdlida de sus respectivas quinoxalinas
(Supelcoclean LC-18 SPE Tubo de 3mL, producto 57012 SUPELCO). Especificamente, para la
purificacién de 4MPD se siguid el mismo procedimiento utilizado en la parte anterior (capitulo
IV.2.3 [341]). Las soluciones de trabajo de Go, MGo, DMGo y DEGo (5 mg/L cada uno) fueron
preparadas diariamente, usando agua desionizada el mismo dia de la preparacion.

Para la determinacion de perdxido de hidrégeno se utilizé un kit comercial (Amplex’ Red Assay kit
A22189) de Invitrogen. Los ocho jarabes de agave comerciales (A1-A8), las tres mieles de abeja
(H1-H3) y los tres jarabes de maiz (C1-C3) fueron comprados en un mercado local.

IV.5.2.1. Determinacion cromatografica de glioxal, metilglioxal y diacetil en mieles, usando 4-
metoxi-o-fenilendiamina como agente derivatizante.

Para la determinacidon de glioxal (Go), metilglioxal (MGo) y diacetil (DMGo), se pesé con precision
(1.0 g) una alicuota de la muestra y se diluyd con 25 mL de agua desionizada. Debido a los altos
valores de MGo encontrados en los jarabes de agave, para la determinacién precisa de dicho
analito, las muestras A1-A8 fueron diluidas 10 veces mas, adicionalmente, antes de analizarse. La
derivatizacion pre-columna con 4-metoxi-o-fenilendiamina (4MPD) y la separacién de las
qguinoxalinas obtenidas fue llevada a cabo como se describié anteriormente (1V.2.3 [341]). En
breve, 200 uL de la muestra diluida o del estandar de calibracién se mezclaron con 10 pL de
estandar interno (10 pg/mL DEGo) y 200 uL de acetonitrilo; la mezcla fue congelada (-20 °C, 30
min) y después centrifugada (10 000 g, 5 min). La calibracidn se llevd a cabo usando una serie de
mezclas de soluciones de estandares que contenian Go, MGo, DMGo 0; 25; 50; 75; 100; 200, 400,
800 pg/L de cada uno, y 500 pg/L de estandar interno (El). Para la evaluacion de recuperacion, se
agregaron directamente 200 pL y 400 pL de las soluciones estandar (5 pg/mL de cada analito) a las
muestras H1 y Al obteniendo 1 y 2 mg/kg de cada compuesto agregado a la miel y al jarabe de
agave respectivamente. Como ya se menciond anteriormente, los jarabes de agave contienen
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concentraciones mas altas de MGo al compararsele con Go y DMGo; por ello la recuperacién de
este compuesto fue evaluado en un experimento separado, en el cudl 2.0 mL y 4.0 mL de la
solucion del estandar (5 pg/mL MGo) fueron agregados a la muestra Al obteniendo 10 y 20 mg/kg
en jarabe de agave (se diluyd adicionalmente 10 veces mas, como se describié
anteriormente(IV.2.3 [341]).

IV.5.2.2. Ensayo para peroxido de hidrégeno

El nivel de perdxido de hidrogeno producido por los jarabes de agave y las muestras de miel fue
determinado usando un kit comercial para el ensayo perdxido de hidrégeno/ peroxidasa (Amplex
Red, Molecular Probes, Invitrogen, Burlington, ON, Canada). El ensayo se llevé a cabo en viales de
la placa auto muestreadora del HPLC; después de 5 min de haber mezclado la muestra y los
reactivos, se introdujeron automaticamente (cada 60s) alicuotas (5 pL) en modo del analisis por
inyeccion en flujo (FIA), para las mediciones de fluorescencia en el detector cromatografico FLD
(Aex = 530 NM, Aerm = 590 nm). Para la cuantificacion, se llevéd a cabo una calibracion externa de 5
puntos (0; 1.0; 5.0; 10; 15; 20 uM H,0,); todas las muestras se diluyeron 1:10 previo al andlisis.

IV.5.2.3. Ensayo para actividad antibacteriana

Se evalud la actividad antibacteriana de ocho jarabes de agave (A1-A8) y una miel de abeja (H1)
mediante un ensayo espectrofotométrico en caldo diluido [342, 343]. Las dos cepas de laboratorio
utilizadas para este propodsito fueron: bacteria gram positiva Bacillus subtilis 168 y bacteria gram
negativa Escherichia coli DH5. Se prepard una solucidn estandar 50 % (masa/volumen) de cada
muestra, pesando 10 g de jarabe o miel y llevando el volumen a 20 mL con caldo nutritivo y dichas
soluciones fueron esterilizadas a través de filtros con tamafio de poro 0.2 um Millipore, Bedford,
MA). Se hicieron diluciones subsiguientes con caldo nutritivo para obtener concentraciones: 25%,
12.5%, 6.3%, 3.1%, 1.6% (masa/volumen). Para examinar una posible contribucion del peréxido de
hidrégeno a la actividad bactericida, para cada muestra se llevo a cabo un ensayo en ausenciay en
presencia de catalasa (una solucion 600 U/mL en agua estéril). Se inoculd en caldo nutritivo una
colonia bacteriana por 12 h[344]. El crecimiento bacteriano se monitoreo midiendo la densidad
optica del cultivo (DO a 620 nm, Espectrofotémetro Spectronic 3000 Milton Roy con arreglo de
diodos). La suspension bacteriana fue diluida adicionalmente con caldo nutritivo para obtener
una concentracion final del inoculo 1 x 10° CFU/ml. El volumen final en cada tubo de ensayo fue 1
mL, del cual 0.95 mL es jarabe diluido o miel con o sin catalasa y 0.05 mL de inoculo bacteriano.
Para cada ensayo se midié la densidad dptica de la muestra que contenia inoculos y caldo (DOx)
junto con los tres controles siguientes: (1) Caldo con nutrientes (DO.i40); (2) Caldo con nutrientes e
inoculo (DO inoculoscaldo); (3) Caldo con nutrientes y jarabe o miel (DOcaigosmuestra)- L@S muestras se
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incubaron a 37°C por 18 horas; todas las pruebas se llevaron a cabo en triplicado y fueron
repetidas 3 veces. La inhibicidn del crecimiento (Inh, %) para cada muestra a diferentes diluciones
se determiné mediante la férmula:

Inh = [1 - (Dos - Docaldo+muestra)/( Doinocu|o+ca|do - Docaldo)] x 100%.

1IV.5.2.4. Andlisis estadistico

Los resultados presentados son la media obtenida para tres réplicas, las desviaciones estandar se
calcularon usando Microsoft Excel 2007, y con este mismo programa fueron trazadas las gréficas.
Los datos fueron evaluados para significancia estadistica usando la prueba t no pareada incluida
en Microsoft Excel 2007. Para el analisis de los componentes principales (PCA), se usé el paquete
de software estadistico The Unscrambler 7.0 (CAMO, Norway). La significancia estadistica se
establecié para p < 0.05.

IV.5.3. Resultados y discusion

IV.5.3.1. Determinacion de compuestos dicarbonilicos

Los 3 «a-cetoaldehidos reactivos considerados en este trabajo fueron glioxal, metilglioxal y
diacetil. Los dos primeros a menudo han sido determinados en miel de abeja [337, 345-348], pero
no se han encontrado datos publicados sobre el contenido de estos compuestos en jarabes de
agave. El tercer compuesto, diacetil (DMGo), es un producto de la fermentacidon microbiana que
contribuye al aroma de la miel[349, 350] y, como un mediador potencial de las reacciones de
transferencia de electrones, presenta actividad quimica similar como Go y MGo [290].
Determinaciones confiables de dicarbonilos reactivos en jarabes de alta fructuosa y en miel de
abeja presentan un reto no solo debido a la compleja matriz quimica y a la posible generacion de
novo de los citados compuestos durante el procedimiento analitico, pero también debido a
problemas de contaminacién relacionados con su ubicuidad caracteristica [330, 347, 348].
Especificamente, las condiciones aplicadas a las etapas del procedimiento antes y durante la
derivatizacion deben ser tan suaves como sea posible, evitando cambios drdsticos de los
parametros quimicos y calentamientos prolongados que puedan promover reacciones de Maillard
[330]. A este respecto, el procedimiento de cromatografia liquida en fase reversa recientemente
desarrollado para el analisis de orina fue adoptado en este trabajo[341]. En breve, la utilizacion de
4-metoxi-o-fenilendiamina (4MPD) como agente derivatizante permite la formacién eficiente de
las quinoxalinas fluorescentes respectivas, bajo condiciones de reaccién relativamente suaves (pH
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neutro, 40 °C, 4h, en la oscuridad), minimizando asi el riesgo de cambios en la concentracién del
analito antes y durante el curso de la reaccion.

En cuanto al tratamiento previo de la muestra, se ha usado una simple dilucién de miel de abeja o
jarabe de maiz[337, 346-348, 351]; mientras que en este trabajo, se agregd acetonitrilo a la
muestra diluida para precipitar los constituyentes de la matriz (péptidos, proteinas, polisacaridos,
acidos nucleicos). La reaccién de derivatizacién fue llevada a cabo en el sobrenadante, después la
mezcla fue acidificada para la recuperacién de quinoxalinas en este mismo solvente (acetonitrilo)
mediante una separacion de fases inducida por sal. Las soluciones de calibracion se procesaron de
manera idéntica, siempre en presencia de un estandar interno, asi se controld la inevitable
imprecisidon debida a un protocolo no riguroso. Como ha resaltado White en su rigurosa revisién
del tema, el estdndar interno ha sido aplicado muy raramente en el analisis de especies
dicarbonilo reactivas en productos alimenticios[330]; en estudios mds recientes se ha usado la
diacetilquinoxalina en el analisis de jarabes de maiz [347]. Dado que encontramos diacetil en todas
las muestras analizadas en este trabajo, elegimos dietilglioxal (DEGo) como estandar interno y este
fue agregado de manera directa a las muestras y a las soluciones de calibracion [341].

Para comprobar la probable formacién de novo de a-cetoaldehidos en el transcurso de nuestro
procedimiento analitico y también para investigar posibles problemas de contaminacion, se
prepard una solucién acuosa que contenia 80% de fructuosa y 15 % de glucosa (m/v) [329] y se
analizd mediante el procedimiento completo, de RP-HPLC-FLD descrito en materiales y métodos.
Una porcién fue analizada directamente y otra porcién fue limpiada mediante extraccion en fase
solida previo a su analisis. Las concentraciones de los tres compuestos de interés en la soluciéon
estandar de glucosa + fructuosa después del SPE estuvieron por debajo de sus respectivos limites
de cuantificaciéon; mientras que, si no se realiza la limpieza correspondiente, se obtenian las
siguientes concentraciones: 27.3 + 1.3 ug/L Go, 3.9 + 0.6 ug/L MGo and 8.1 + 1.2 ug/L DMGo
(analizados por triplicado). Estos resultados demuestran que la degradacién de azucares en o-
cetoaldehidos durante el procedimiento analitico, fue insignificante; sin embargo, estos resultados
también indican que los reactivos de glucosa y/o de fructuosa contienen cantidades considerables
de estos pequeifios compuestos dicarbonilo, o se contaminan durante Ia
preparacidon/almacenamiento, asi que, es obligatorio un paso de limpieza para evitar posibles
errores sistematicos, de acuerdo con trabajos previos [341]. En la aplicacién del procedimiento de
RP-HPLC-FLD, la separaciéon de los cuatro compuestos se logré en 12 min. Los limites de deteccidn
y cuantificacion (LD, LC) se evaluaron basdndonos en la relacién sefial/ruido; se adopté como
criterio 6 y 10 desviaciones estandar para LD y LC, respectivamente, usando la sefial obtenida para
el mas bajo de los estandares de calibracién (2012ICH). Los valores de LD y LC para el proceso de
calibracién estuvieron en el intervalo 0.3 — 0.5 ug/Ly 0.5 — 0.8 ug/L, respectivamente, para los tres
compuestos de interés [341]. Para evaluar los limites de deteccidn y cuantificacion del método, la
solucion estandar de fructuosa + glucosa mencionada anteriormente fue usada como blanco
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(después de ser limpiada mediante cartucho SPE) y los valores obtenidos para LD fueron: 2.83 ug/L
Go, 2.44 ug/L MGo, 2.04 ug/L DMGo y para LC: 4.72 ug/L Go, 4.07 ug/L MGo, 3.40 ug/L DMGo.
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Figura V.1. Cromatogramas tipicos de cromatografia de liquidos en fase reversa con deteccidn
fluorimétrica. (500 pg/L DEGo como estandar interno). Se muestran los resultados cuantitativos
en la TablaV.1.
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En la figura V.1, se presentan los cromatogramas tipicos obtenidos para jarabe de agave (Al) y
miel de abeja (H1) y para estas mismas muestras después de la adicién de estandar. Los resultados
de recuperacion obtenidos en estos experimentos se muestran en la Tabla V.1; especificamente,
los valores obtenidos para Go (94.0 — 99.5%), MGo (98-99.5%) y DMGo (102-106%), nos indican
una precisién aceptable.

Tabla V. 1. Resultados de los experimentos de recuperacidon; se muestran los valores
promedio para tres réplicas independientes con su respectiva desviacion estandar.

Analito Glioxal Metilglioxal Diacetil

R LU Media+ DE  Recuperacion  Media + DE  Rwuymrmitin  Rlediperddfén Recuperacion

mg/kg mg/kg % mg/kg Bho mgfkg o
Miel de abeja (H1)

0 1.91+£0.12 - 3.04+0.18 - 0.32+0.05 -
1.0 2.85+0.09 94.0 4.02 £0.20 98.2 1.37+0.11 105
2.0 3.87+0.14 98.2 5.03 £0.28 99.5 2.38 +£0.18 103

Jarabe de agave (A1)

0 2.20+0.12 - 39.5+£2.6 - 0.40+0.09 -

1.0* 3.18+0.18 98.0 494 + 3 1* 98.8 1.42+0.10 102
2.0%* 4.19+0.15 99.5 59.1 +£3.9% 98.0 2.52+0.16 106

* MGo se determind en una corrida diferente, después de la adicién de estandar correspondiente a

10y 20 mg/kg en el jarabe.

En la tabla V.2 se presentan los resultados obtenidos para ocho jarabes de agave de alta fructuosa
(HFAS), tres mieles de abeja y tres jarabes de maiz de alta fructuosa (HFCS). Como puede
observarse, los jarabes de agave contenian concentraciones significativamente mas altas de los
tres o-cetoaldehidos comparado con los otros productos (prueba t no pareada, p < 0.05). En
particular, las concentraciones de MGo estuvieron en el rango 15.6 — 315 mg/kg (media 102 + 91
mg/kg, mediana 88.4 mg/kg), lo que significa que en promedio son 25 veces mas altas que las
concentraciones encontradas en mieles de abeja comerciales (3.04 — 4.90 mg/kg, Tabla V.2) y
cercanas a los valores reportados para miel manuka (41 — 1500 mg/kg ), [337-339, 351]. Por otro
lado, las concentraciones de Go y MGo determinadas en miel de abeja estuvieron dentro del rango
de los valores reportados previamente (Go desde no detectable hasta 10.9 mg/kg; MGo desde no
detectable hasta 5.7 mg/kg), [330, 337, 346], lo cual confirma la consistencia de nuestros datos
analiticos.
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TablaV.2 Resultados obtenidos para glioxal, metilglioxal y diacetil en jarabes de agave, mieles
de abeja y jarabes de maiz (en la tabla la misma letra indica diferencias estadisticamente
significativas entre las concentraciones de los analitos en dos productos diferentes, evaluados

mediante la prueba t no pareada, p < 0.05).

Glioxal, mg/kg + DE Metilglioxal, mg/kg + DE Diacetil, mg/kg + DE
Individual Media Individual Media Individual Media

Muestra

Jarabes de agave de alta fructuosa

Al 2.20+0.12 39.5+2.6 0.40 £ 0.09
A2 1.90 £ 0.08 67.3+3.1 2.02+0.05
A3 2.21+0.05 315+ 12 2.70 £ 0.09
A4 240+0.11 2.28 +0.35 156+£1.2 102 £91 0.73 £0.04 2.05+£2.05
AS 2.60 = 0.05 (a, b) 108+7.2 (d, e) 2.13£0.09 (g, h)
A6 2.14+0.10 92.4+3.38 0.86 +0.03
A7 1.86 +0.05 90.6+2.9 0.84 +£0.06
A8 2.92+0.09 86.1+4.3 6.71 £0.92
Mieles de abeja

HI 1.91+£0.12 3.04+0.18 0.32+0.05

1.55+0.31 4.25+1.05 0.58+0.23
H2 1.40 +£0.07 4.90+0.32 0.73 £0.06

(a, ¢) (d, ) (€3]

H3 1.34+£0.14 4.80+0.36 0.69 +0.04

Jarabes de maiz de alta fructuosa

Cl 0.63 £ 0.05 1.57 £ 0.03 0.59 +£0.04
0.62 +0.09 1.70+0.14 0.47+0.11
C2 0.71 +£0.03 1.84 +0.02 0.43+£0.02
(b, ) (e, ) (h)
C3 0.53+0.04 1.69 +0.03 0.38+0.02

Como se muestra en la Tabla V.2, los jarabes de maiz contienen las concentraciones mas bajas de
los tres compuestos, también de acuerdo con estudios previos (0.18 — 0.51 mg/kg Goy 1.1 — 3.8
mg/kg MGo,[330]); aunque recientemente han sido reportadas concentraciones mas elevadas
[347]. En cualquier caso, los niveles significativamente mas bajos de MGo encontrados en este
trabajo en jarabes de maiz de alta fructuosa comparando con productos de agave indican la
importancia del tipo de planta y nos llama a realizar mayores investigaciones acerca de posibles
fuentes de MGo en jarabes de agave. Vale la pena resaltar que la determinacién de diacetil no ha
sido llevada a cabo antes; nuestros datos demuestran su presencia en bajas concentraciones en
todas las muestras, lo cual excluye la utilizacién de este compuesto como estandar interno. Dado
que el diacetil es a menudo usado como aditivo saborizante en alimentos, incluimos en la tabla V.2
los resultados de productos no aromatizados. También fueron analizados dos jarabes de maiz
comerciales, sabor vainilla y maple, los cuales tuvieron las concentraciones mds elevadas de
diacetil (hasta 12.4 mg/kg).
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IV.5.3.2. Evaluacidn para actividad antibacteriana.

Se llevé a cabo un ensayo espectrofotométrico en caldo diluido tal como se describe en
materiales y métodos. Los dos microorganismos probados fueron las bacterias gram positivo
Bacillus subtilis 168 y gram negativo Escherichia coli DH5, respectivamente. Ambas son
organismos ubicuos y han sido utilizados previamente en pruebas antibacteriales en miel, en otros
productos alimenticios relacionados y también en ensayos de actividad biocida teniendo como
contexto la curacién de heridas [352-355]. En la figura V.2, se presenta el porcentaje evaluado de
inhibicién de crecimiento para las dos cepas bacterianas (Fig. V.2a, 2b — E. coli; Fig. 2c,d —B.
subtilis) a diferentes diluciones de muestra en presencia (Fig. V.2b,d) y en ausencia de catalasa
(Fig. V.2a,c). A pesar de que la generacion de perdxido de hidrégeno después de la dilucién fue
menos pronunciada en HFASs comparado con mieles de abeja (Tabla V.3); se utilizé catalasa para
comparar la actividad bactericida con y sin la inactivacion de la generacidon de perdxido de
hidrégeno. Como puede observarse, todos los jarabes y mieles de abeja presentaron una actividad
bactericida similar contra las dos cepas probadas; La mayor inhibicidon corresponde a los jarabes de
agave A3, A6, A7 y A8 que contienen las concentraciones relativamente mas altas de MGo (Tabla
V.2).

Ademads, para estos cuatro productos, la adicion de catalasa tuvo un efecto minimo sobre la
inhibicién de crecimiento. Por otro lado, los jarabes de agave Al y A4 con las concentraciones mas
bajas de MGo presentaron una inhibicién de crecimiento relativamente débil de las dos cepas
bacterianas, y la adicion de catalasa provocd un decremento en la inhibicidon. Para los otros HFASs
(A2, A5), los resultados fueron muy similares a aquellos obtenidos para la miel de abeja H1; la
inhibicion de crecimiento fue detectada a la concentracion de muestra 12.5% (peso/volumen) y
disminuyd después de la adicidn de catalasa. Como se esperaba, para la concentracién de muestra
50% (peso/volumen) todos los productos examinados inhibieron totalmente el crecimiento
bacteriano, debido al alto contenido de azlcares y a su alta viscosidad de la muestra. Las
concentraciones minimas que presentaron inhibicion fueron 50% para A4; 25% para Al, A2, A5,
A6, A7, A8, Hly 12.5% para A3. Estos resultados demuestran que concentraciones altas de MGo
contribuyen a la actividad antibacterial no relacionada con perdxido de hidrégeno en los jarabes
de agave (Fig. V.2, Tabla V.2).
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Figura V.2. Resultados obtenidos en un ensayo espectrofotométrico en caldo diluido para

medir la actividad antimicrobiana: (——) AL (--A-"-) A2; (@) A3; (---"-) A4; (---O---) A5;
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Figura V.2. Resultados obtenidos en un ensayo espectrofotométrico en caldo diluido para
medir la actividad antimicrobiana: (——) AL (--A--) A2; (@) A3; (--O-"-) A4; (---O---) A5;
(+7) A6; (--x--) A7; (@) A8; (—*—) HL1.

IV.5.3.3. Evaluacion para perdxido de hidrégeno.

En mieles de abeja, el perdxido de hidrégeno producido por la actividad de la glucosa oxidasa tras
ser diluida es otro agente antibacteriano importante[356]. Para tener mayor evidencia sobre el
papel que sugerimos tiene MGo en los jarabes de agave, se llevd a cabo un ensayo para peréxido
de hidrégeno en las muestras A1-A8 y H1-H3. Para este propésito usamos el equipo Amplex Red’,
el cual mide la oxidacidn catalizada enzimaticamente de un substrato no fluorescente a una
resorufina altamente fluorescente mediante la accién del peréxido de hidrégeno. Para soluciones
estandar de H,0, a diferentes concentraciones, se observé que la reaccién se completaba en tan
solo 5 minutos y después de este tiempo, la sefal fluorescente permanecia estable al menos
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durante 25 minutos, lo cual nos permiti6 medir la velocidad de liberacién del perdxido de
hidrégeno en la muestra diluida en el intervalo de tiempo de 5 y 25 minutos (La curva de
calibracion tipica, la estabilidad de las sefiales de fluorescencia y los resultados de la produccién
de H,0, en Al, A4 y H1 se muestran en la figura V.3 ). El factor de dilucién (10:1) se aplicé
basandonos en estudios previos[342]. Se resumen los resultados obtenidos en la tabla V.3.

Tabla V.3 Resultados del ensayo para perdxido de hidrégeno en jarabes de agave y en mieles

de abeja.

Muestra R’ Pendiente H,0,, mM/h
Al 0.9947 0.18 0.22
A2 0.9924 1.14 1.37
A3 0.9981 0.45 0.54
A4 0.9777 0.11 0.14
A5 0.9795 0.31 0.37
A6 0.9987 0.21 0.25
A7 0.9996 0.17 0.22
A8 0.9789 0.23 0.27
H1 0. 9897 0.41 0.49
H2 0.9889 0.47 0.57
H3 0.9937 0.28 0.58

Para todas las muestras se obtuvo una linearidad aceptable del incremento de la sefial de
fluorescencia durante el transcurso de la produccién de H,0, (R* > 0.977); basandonos en los
valores de la pendiente, se calcularon los resultados en mM de H,0, liberado por hora. Para las
tres mieles de abeja, los resultados (0.49 — 0.58 mM/h) estuvieron de acuerdo con otros reportes
[357]. En jarabes de agave, también se observd la liberacidn de perdxido de hidrégeno, pero a
velocidades mas bajas, excepto para la muestra A2 (Tabla V.3). Estos resultados indican que hay
actividad enzimatica involucrada, y también sugieren que el H,0, puede contribuir a las
propiedades bactericidas de los HFASs diluidos. Para mayor evidencia de la actividad enzimatica,
se obtuvieron los perfiles de azucares en los dos tipos de productos, mediante cromatografia de
gases con detector de ionizacidn en flama( Se muestra un cromatograma tipico en la figura V.4) y,
como se esperaba, se encontré que la fructuosa era un azucar principal en los jarabes de agave,
mientras que en la miel de abeja prevalecid la glucosa. Ademas, se encontrd 4acido glucdnico en
las mieles de abeja, pero no en los jarabes de agave; lo cual excluye al sistema glucosa/glucosa
oxidasa como una fuente de peréxido de hidrégeno en estos Ultimos. Parece posible que otras
enzimas de la planta de agave pudieran participar en la produccién de H,0,, también debieran ser
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consideradas como otra fuente de enzimas los microorganismos utilizados para obtener las

inulinasas mediante la hidrolisis no térmica de fructanos[326, 327].
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Figura V.3. Resultados del ensayo para peréxido de hidrégeno.
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Figura V.4. Cromatogramas tipicos de GC-FID mostrando el perfil de azlucares en la miel de abeja

H1 () v en el jarabe de agave Al(--); mezcla de estandares 1 mg/mL (). La solucién de la
mezcla de estdndares contenia : D-Fructuosa, D-Glucosa y Acido Glucénico. Se utilizd o-
metylmanosido como estandar interno. El analisis se llevo a cabo después de la derivatizacion pre
columna con BSTFA (Clarus 500, Perkin Elmer).

IV.5.3.4. Analisis de componentes principales

Para hallar las posibles relaciones entre los pardametros medidos y para revelar cuales de estos
parametros pudieran ser responsables de la inhibicion de crecimiento bacteriano al ser expuestos
a jarabes de agave, se aplicd el analisis de componentes principales (PCA), usando matrices de los
datos obtenidos para las muestras A1-A8 y H1 (Tabla V.2, Fig. V.2). Inicialmente, se consideraron
las siguientes variables: concentraciones de Go, MGo, DMGo y el % de inhibicidn de crecimiento
observado para cada cepa bacteriana a diluciones de la muestra en el rango de 1.5 — 25%, en
ausencia y en presencia de catalasa; sin embargo el modelo PCA obtenido, no fue
estadisticamente significativo (menos del 35 % del total de la variabilidad de los datos descrita por
los dos primeros componentes principales (PC’s)) y los eigenvalores para la inhibicién de
crecimiento para concentraciones bajas de jarabe fueron inferiores a 0.08, asi que estas variables
fueron eliminadas. En el segundo modelo, los dos primeros componentes principales representan
el 80 % de la variabilidad de los datos (Fig. V.5). Enla Fig. V.5a se representa la distribucion de las
muestras en un espacio de dimensionalidad reducida (coordinadas PC1 y PC2), observandose dos
grupos: (1) Miel de abeja H1, jarabes de agave A2, A5-A8 y (2) jarabes de agave Al y A4, mientras
que la muestra A3 con la concentracién mas alta de MGo esta claramente separada de las demas
muestras. El primer componente principal (PC1) estd relacionado aparentemente con la
concentracion de MGo, dado que separa los jarabes A3, A5-A8 con altas concentraciones de dicho
compuesto, de las muestras Al, A2, A4 y H1 con concentraciones de MGo significativamente mas
bajas. Mas importante aun, el modelo PCA detecté una asociacidon cercana entre MGo vy la
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inhibicién de crecimiento bacteriano, como puede observarse sobre el trazo del eje X (X-loading)
(Fig.V.5b). Especificamente, los eigenvalores del PC1 para MGo, para la inhibicion de crecimiento
de B. subtilis en concentraciones de jarabe de 3.2 — 12.5 % y E. coli en concentracién de jarabe
12.5 % (en ausencia y presencia de catalasa) fueron mayores de 0.25. En general, los resultados
del modelo PCA indican claramente que el MGo que contienen los jarabes de agave es al menos en
parte responsable de la actividad antibacteriana no peroxidante de estos productos.
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Figura V.5. Analisis de componentes principales (PCA) de los datos obtenidos en el analisis de

los jarabes de agave (A1-A8) y de la miel de abeja (H1): (a) El puntaje (scores) muestra la
distribucion de las muestras y (b) el eje X (X-loadings) muestra la distribucién de las variables
(3.1B; 12.5B; 25B — las concentraciones respectivas de los jarabes en los cultivos de B subtilis;
6.3BK, 12.5BK; 25BK — cultivos de B subtilis con catalasa; 12.5E, 25E — las concentraciones
respectivas de los jarabes en los cultivos de E. coli; 12.5EK, 25EK — estas mismas muestras con
catalasa.
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1V.5.4. Conclusiones

En este trabajo, se reporta por primera vez la determinacion de pequefios o-cetoaldehidos en
jarabes de agave de alta fructuosa. En la aplicacion del procedimiento de RP-HPLC-FLD propuesto
anteriormente, los limites de cuantificacion del método fueron 0.11 mg/kg, 0.10 mg/kg, 0.09
mg/kg para Go, MGo y DMGo respectivamente. Los resultados obtenidos indican concentraciones
elevadas de metilglioxal en HFASs comparandolos con las mieles de abeja y jarabes de maiz
disponibles comercialmente en México, los cuales fueron seleccionados al azar. Se detectd la
generacion de peroxido de hidréogeno después de dilucidon en todos los HFASs, aunque la liberaciéon
de H,0, fue menos importante que para mieles de abeja. Todos los jarabes de agave presentaron
actividad bactericida tanto contra B. subtilis como contra E. coli en un ensayo espectrofotométrico
de dilucidn en caldo, vy la adicidn de catalasa tuvo un efecto minimo sobre los resultados de los
ensayos, especialmente en jarabes con concentraciones relativamente elevadas de MGo. El
andlisis de componentes principales reveld una asociacion directa entre la inhibicion de
crecimiento bacteriano y MGo para las dos cepas bacterianas e independientemente de la
inactivacion de la generacion de perdxido de hidrégeno. Se llegd a la conclusidon de que
concentraciones elevadas de MGo en jarabes de agave de alta fructuosa son al menos en parte
responsables por la actividad antibacteriana no peroxidante de estos productos. Nuestros
hallazgos son relevantes debido a que cada vez son mds necesarios nuevos alimentos funcionales
gue contengan agentes terapéuticos biocidas para contrarrestar los problemas crecientes de
resistencia a antibidticos. Es necesario realizar mas estudios que nos provean mayor evidencia
experimental y que nos aclaren cual es el origen del MGo y de la generaciéon de peréxido de
hidrégeno en jarabes de agave. Por otro lado, parece interesante explorar en un trabajo futuro la
factibilidad del uso de jarabes de agave en la cura de heridas tan importante en pacientes
diabéticos.
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Capitulo V.

Conclusiones generales.

De acuerdo con el objetivo general, en este trabajo se han desarrollado/adaptado diferentes
procedimientos analiticos, cuya aplicacion en el andlisis de muestras reales (alimentos, fluidos
bioldgicos) permite contribuir en la evaluacion de riesgos en el desarrollo y progreso de la diabetes
mellitus tipo 2 en el estado de Guanajuato. Para tal efecto, abordamos este estudio con dos
enfoques particulares: el primero de ellos, consistié en profundizar en el conocimiento del
impacto de metales y metaloides en la incidencia y progreso de la enfermedad, y el segundo, en la
determinacidn de productos de glicacién avanzaday, sobretodo, en la de sus precursores.

Dentro del primer enfoque, entre los multiples factores que pueden tener injerencia directa sobre
el desarrollo y progreso de la enfermedad, los resultados del analisis estadistico que llevamos a
cabo sugieren una posible correlaciéon entre la incidencia de diabetes y la exposicidon de la
poblacién local a arsénico, mediante el consumo de agua de pozos municipales. En las regiones
donde se detectaron niveles de concentracion de arsénico relativamente elevados en aguas de
pozo, también se registré una mayor incidencia de diabetes en los dos afos de evaluacién. Esto
parece confirmar los reportes de diferentes estudios epidemioldgicos llevados a cabo
anteriormente en otras regiones geograficas.

Finalmente, bajo este mismo enfoque, los resultados obtenidos en nuestros estudios confirmaron
que el frijol es una fuente dietética importante de molibdeno, y no sélo eso, sino que distintos
tipos de frijol tienen diferentes niveles de concentracion de molibdeno y cobre, asi como
marcadas diferencias en la solubilizacién y biodisponibilidad de ambos elementos, lo que parece
sugerir una relacién antagoénica entre molibdeno y cobre en estas legumbres. Ademas, con base en
un estudio estadistico, se encontré una correlacion entre los pacientes diabéticos con
complicaciones, y la frecuencia con la que consumian refresco, azucares y frijoles. Este resultado
es muy interesante, ya que, junto un estudio que evalla la toxicidad de molibdeno en
humanos[264], nos fue posible evaluar la cantidad de frijol ingerida de manera regular, que
podria alterar la homeostasis de cobre en pacientes diabéticos con complicaciones. Todo ello
ayuda a soportar la hipétesis de que el frijol es una fuente dietaria importante de molibdeno, y
sugiere que pudiera ser un factor de riesgo potencial para pacientes diabéticos con
complicaciones. Sin embargo, los resultados obtenidos no nos permiten concluir si el molibdeno
puede ser considerado como un factor de riesgo en el desarrollo de las complicaciones diabéticas,
por lo cual es necesario realizar mas estudios. Los resultados obtenidos en este rubro, ademas de
reforzar las evidencias sobre la importancia de algunos elementos traza en diabetes, nos permiten
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profundizar sobre el impacto que algunos metales y metaloides tienen sobre la incidencia y el
progreso de la diabetes mellitus 2.

Bajo el segundo enfoque, se desarrolld un procedimiento analitico para la determinacion
(incluyendo la sintesis y purificacion del estandar) de uno de los AGEs mejor caracterizados: la
pentosidina. En este trabajo se utilizé para evaluar el efecto del medicamento telmisartan en
pacientes diabéticos con nefropatia, pudiéndose evaluar el progreso de los pacientes a partir de la
concentracion de pentosidina en orina, antes y después de la administracion del medicamento.
Con ello queda demostrado que la metodologia desarrollada no solo permite la determinacién en
niveles fisioldgicos de pentosidina en orina, si no que proporciona informacién relevante en la
practica clinica y en estudios enfocados en la diabetes mellitus 2. Con base en los resultados
obtenidos se propone el uso de este procedimiento en laboratorios clinicos como una
herramienta auxiliar en el seguimiento del progreso de la diabetes mellitus 2.

En el caso de los precursores de los AGEs, se desarrolld6 una metodologia analitica para la
determinacion de tres pequeiios a-cetoaldehidos en matrices bioldgicas, in vivo y en alimentos.
Para su determinacién en orina no solo nos fue posible detectar y cuantificar estos pequefios
analitos a niveles fisioldgicos sino que, ademas, el procedimiento es lo suficientemente sensible y
confiable como para detectar diferencias de concentracion tanto entre individuos en diferentes
etapas clinicas (sanos, diabéticos y diabéticos con complicaciones), como en personas sanas
expuestas a diferentes fuentes exdgenas. Esto pudiera ser especialmente util en el seguimiento
dietético de pacientes diabéticos y en estudios que exploren mecanismos de adiccidn al alcohol.

En cuanto a los niveles de concentracidn de los a-cetoaldehidos en jarabes de agave, es necesario
realizar mas estudios para evaluar la inocuidad de los niveles de concentracidn relativamente altos
de metilglioxal en estos jarabes, ya que se vende como un edulcorante alternativo para pacientes
diabéticos, de quienes, sobra decir, pudieran ser especialmente vulnerables a la ingesta de un
conocido precursor de AGEs. Por otro lado, se abre un promisorio campo a la investigacién debido
a que estas altas concentraciones de metilglioxal parecen contribuir sobremanera a la capacidad
antibacteriana de estos jarabes, lo cual es una cualidad que, sin duda, puede ser aprovechada en
el desarrollo de unglientos antibacterianos (como los que tanto necesitan los pacientes diabéticos
qgue sufren algun tipo de laceraciéon o llaga), sin la necesidad de recurrir a antibidticos que
eventualmente generen cepas bacterianas resistentes a estos[22, 23, 358].

Este estudio no pretendia evaluar todos los factores de riesgo potenciales en diabetes, eso seria
demasiado ambicioso, sin embargo, creemos que contribuye a develar algunos de ellos y a
ahondar un poco en este amplio campo de estudio. También, creemos, generd nuevas preguntas:
équé tanta injerencia tienen las altas concentraciones de arsénico en la incidencia de diabetes en
algunos municipios de Guanajuato?, élas peliculas de alginato funcionan para la remocién
conjunta de otros metales ademads de plomo?, ipuede el molibdeno ser considerado como un
factor de riesgo de las complicaciones dietéticas? y, de ser asi, épueden ciertos tipos de frijol ser
considerados como un potencial factor de riesgo para pacientes con complicaciones diabéticas?.
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Otras interrogantes derivadas de nuestro estudio fueron estas: épueden las metodologias
analiticas desarrolladas para la determinacion de AGEs y sus precursores usarse como analisis
rutinarios en la evaluacién de pacientes diabéticos?, écual es el origen del metilglioxal y de la
generacidon de peréxido de hidrégeno en los jarabes de agave? La respuesta a todas estas
preguntas aun no las sabemos. Lo que queda muy claro es que es necesario redoblar esfuerzos y
realizar mas estudios que nos permitan contestar todas ellas, y las nuevas que pudieran surgir, con
la esperanza de que todas estas respuestas y las nuevas preguntas que vayan surgiendo, en alguin
momento nos permitan comprender mejor los mecanismos de desarrollo y progreso de la
diabetes mellitus. Hasta entonces, es imprescindible no ceder en el esfuerzo para desarrollar
nuevas y mejores metodologias analiticas cuya aplicacién nos permita alcanzar nuestras metas.
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Anexo 1. Reporte de estancia.

Factibilidad del uso de peliculas de alginato para la remocién de plomo de aguas
contaminadas.

A.l. Introduccion — Plomo como elemento toxico en diabetes y posible estrategia de
remocion en aguas naturales.

El analisis estadistico presentado en el Capitulo IV.1 sugiri6 una posible asociacién entre la
incidencia de diabetes en el estado de Guanajuato y los niveles de arsénico en agua potable. La
problemdtica de arsénico ha sido descrita en nuestro estado [9, 82], en otras regiones de México
(Coahuila) y del mundo [359]. Asimismo se han desarrollado diferentes estrategias para la
remocién de este y otros metales/metaloides contaminantes [360, 361] ; como ejemplo, en
nuestro grupo de investigacion se demostrd la factibilidad de uso de nanoparticulas de fierro para
la eliminacion de las formas inorganicas de arsénico de aguas naturales [214]. Como se puede
observar en la Tabla I.1, arsénico no fue el Unico elemento contaminante en algunos pozos del
estado; en varias localidades se encontraron también concentraciones relativamente altas de
plomo, de acuerdo con otros estudios [213]. Este elemento presenta alta toxicidad y ha sido
asociado con la diabetes, tal como se describe en la parte de la introduccién. En este contexto y
atendiendo el enfoque regional, parecia interesante realizar un estudio de remocién de plomo.
Esta parte del trabajo fue realizada durante una estancia de tres meses en la Universidad de
Nagaoka, Japon. El grupo de investigacion japonés tiene amplia experiencia en estudios sobre
fabricacion, modificacidn y uso de alginatos en remocién de especies contaminantes de sistemas
acuosos[362, 363].

Los metales pesados son agentes téxicos y carcindgenos bien conocidos, los residuos de dichos
metales en el ambiente conllevan una amenaza no sdélo a la salud publica, también para el
ambiente debido a su biopersistencia, esta tiene efectos tdxicos muy serios para los ecosistemas
acudticos[364]. Los metales pesados son ampliamente usados en electrodeposiciones, pinturas,
tratamiento de superficies, manufactura de circuitos impresos para teclados, etc. Muchos
métodos se han sugerido para la remocion de metales tdxicos de soluciones acuosas, tales como
precipitacién quimica, evaporacion, intercambio idnico, adsorcidn, cementacidon, electrélisis y
6smosis inversa. Debido a la naturaleza especifica de los efluentes industriales (pH bajo, variedad
de cationes y aniones, emulsiones con aceites, particulas, etc.) la remocion efectiva ha probado
ser un proceso costoso y muy dificil[79]. Aunque la adsorcién es el método mas efectivo y
ampliamente usado[365], las resinas quelantes comerciales, uno de los sorbentes mas utilizados,
son aun un material caro y en su mayoria no biodegradable. De aqui, la investigacion se ha
enfocado en la preparacién de sorbentes nuevos, baratos y mas efectivos. Uno de esos
prometedores materiales, que ofrece tales ventajas, es el alginato, un polimero anidnico natural.
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El alginato de sodio es un copolimero lineal de guluronato (G) y manuronato (M), el cual
constituye 10-40 % del peso seco de todas las especies de algas cafés[366-368]. La capacidad de
este copolimero para formar geles biodegradables estables en presencia de cationes divalentes ha
sido conocida y estudiada extensivamente[369, 370]. Estas propiedades de gelacién pueden
atribuirse al enlace simultaneo de cationes divalentes tales como Ca(ll) a diferentes cadenas de
bloques de guluronato (bloques — G). Como resultado de su configuracién, estas cadenas forman
cavidades electronegativas, capaces de mantener a los cationes via sus interacciones idnicas,
resultando en el entrecruzamiento de las cadenas en una estructura similar al empaque de huevo
en cartones (“egg-box”)[369]. Convencionalmente, el alginato de calcio es ampliamente
preparado en forma de perlas, el mecanismo de remocidon de los iones metalicos pesados es
mediante el intercambio idnico entre los iones Ca(ll) de las perlas y los iones metalicos pesados en
la solucién acuosa.

En este estudio, se compard el desempefio de remocidn de iones Pb(ll) mediante alginato de sodio
(Na-Alg) y alginato de calcio (Ca-Alg), el primero esta disponible comercialmente como material de
partida, el segundo es producido mediante el entrecruzamiento (cross - linking) de iones Ca(ll) al
Na-Alg. Vale la pena sefalar que, el Na-Alg disponible comercialmente estd en forma de polvo y es
soluble en agua, por lo tanto, este estudio desarrolla un método para formar peliculas de Na-Alg a
gran escala, las cuales son mas practicas para llevar a cabo la remocidon de iones metalicos
pesados. También se llevé a cabo una investigacion sobre el desempefio de remocidn de iones de
Pb (ll) entre las peliculas de Ca-Alg y las perlas de Ca-Alg convencionales.

El objetivo general del trabajo fue hacer un estudio comparativo sobre la determinacidon de
metales, con un enfoque especial en iones de plomo, mediante espectrometria de emisidn dptica
con plasma acoplado por induccién (ICP- AES), en muestras de alginato de calcio y alginato de
sodio. El alginato es un polisacdrido que se obtiene de algunas "algas marrones" del género
Phaeophyceace[368, 371], es bien conocido su uso como biopolimero absorbente facilmente
accesible y econdmicamente atractivo, el uso de alginato de calcio para fabricar adsorbentes para
su uso en el tratamiento de aguas contaminadas esta bien establecido[368, 372, 373], su gran
afinidad por cationes metalicos divalentes permite cambiar las propiedades de una pelicula
soluble en agua a una insoluble que puede ser facilmente removida del agua contaminada[368,
372, 374]. Usualmente se fabrica una membrana de alginato de sodio y se sumerge en una
solucidon de iones de calcio para producir en el alginato un proceso de entrecruzamiento que
provoca que de ser soluble en agua, se transforme en alginato de calcio insoluble. Después de un
proceso de secado dicha pelicula puede ser usada para la remocién de metales pesados[368, 371-
375]. Estainvestigacidn es para determinar el desempefio de dos tipos de peliculas de alginato en
la remocidn de iones de plomo de aguas contaminadas. Lo novedoso de este estudio es que se
propone en este caso el uso de la pelicula de alginato de sodio directamente, sin un
entrecruzamiento previo, simplemente colocar directamente la pelicula de alginato sobre la
muestra de agua contaminada, y los iones metalicos presentes en la muestra serdn los encargados
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de realizar el entrecruzamiento en la pelicula de alginato, permitiendo que se vuelva insoluble, lo
cual nos permite su rapida y efectiva remocion.

A.2. Materiales y métodos

Para la determinacion de iones de plomo se utilizd un espectrometro de emisidn dptica con
plasma acoplado por induccion ICP OES, Shimadzu ICP-7510. Para todos los anadlisis se usé agua
desionizada (18.2 MQ cm, Labconco, USA)y los siguientes reactivos: alginato de sodio extra puro,
nitrato de plomo Pb(NOs), grado analitico y cloruro de calcio Ca(Cl), grado reactivo que fueron
provistos por Nacalai Tesque. También se usaron los siguientes reactivos Sigma, carbonato de
calcio Ca, CO; provisto por Sigma y carbonato de potasio K,CO3 provisto por Merck.

A.2.1. Preparacion de los diferentes tipos de alginatos para remocion.

Para preparar una solucion al 2% en peso de Na-Alg, se disolvieron 2 g de Na-Alg (alginato de sodio
extra puro Nacalai Tesque) en 100 mL de agua bajo vigorosa agitacion. Para fabricar las peliculas
de Na-alg, 8 mL de la solucidn descrita anteriormente se esparcié en marcos de 8.5 cm X 5.5cm, y
se secaron por 24 horas a 50 °C. La pelicula seca tenia aproximadamente una masa de 0.2 g. Para
la fabricacidn de las peliculas de Ca-Alg, las peliculas de Na-Alg se sumergieron en una solucién 0.2
M de cloruro de calcio (Nacali Tesque) por 3 horas. Las peliculas fueron enjuagadas con agua
desionizada para remover cualquier exceso de cloruro de calcio sobre la pelicula y se secaron por
12 horas a 50 °C. Para producir las perlas de alginato, 8 ml de la solucidn de alginato mencionada
anteriormente fue medida con una jeringa, lentamente se fue goteando sobre una solucion 0.2 M
de cloruro de calcio bajo agitacién vigorosa y se dejaron asi durante 3 horas. Las perlas fueron
enjuagadas con agua de intercambio idnico y se secaron durante 12 horas a 50 °C.

A.2.2. Procedimiento experimental para la remocion de Pb (ll).

Se prepararon soluciones de Pb(ll) (10mM,1mM,0.1mM) usando Pb(NOs),. El experimento de
sorcion fue llevado a cabo colocando ya sea la pelicula de Na-Alg, pelicula de Ca-Alg ¢ las perlas de
Ca-Alg en un vaso de precipitados de boca ancha, el cual contenia 100 mL de la solucién de Pb(ll).
Las muestras se dejaron por 6 horas. Las concentraciones de Pb(ll) fueron determinadas con un
espectrofotometro de emisién atémica con plasma acoplado por induccién (Shimadzu, ICP-7510).
Cada experimento fue al menos triplicado bajo condiciones idénticas.
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A.3. Resultados y Discusion.
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Figura A.1. Porcentaje de remocion de Pb (I) contra tiempo (en minutos).

La concentracién de alginato al 2% usada en el estudio fue escogida entre tres diferentes
concentraciones, 1%, 2% y 2.5%, debido a que procesarlas fue relativamente facil. La Figura A.1
muestra el desempefio en la remocién de Pb(ll) entre las peliculas de Na-Alg y Ca-Alg. Este
experimento fue llevado a cabo por 6 horas en una solucion 10 mM de Pb (ll). En esta parte del
estudio las peliculas de Ca-Alg mostraron de manera consistente, un mejor desempefo en la
remocidn de Pb(ll) comparado con las peliculas de Na-Alg. Para ambas muestras la remocién de
Pb(ll) alcanzé su maximo de adsorcion después de 3 horas.

El mejor desempefio en la remocion de Pb(ll), mostrado por las peliculas de Ca-Alg puede ser
explicado por la formacién del modelo “egg box” (“caja de huevo”) la cual fue descrita en la
introduccion. Para las peliculas de Ca-Alg, la estructura de “caja de huevo” se logré mediante el
proceso de entrecruzamiento (cross-linking) usando una solucion de Ca(ll), la estructura
esquematica de Ca-Alg se muestra en la Figura A.2. Por lo tanto, los iones de Ca(ll) que estan
localizados en las cavidades del “egg box” son facilmente substituidos con iones Pb(ll) los cuales
tienen una mayor afinidad por el alginato[376-378]. Asi como la pelicula de Na-Alg, consiste
solamente de mondmeros de alginato dispuestos al azar sin ninguna estructura establecida, por lo
tanto los iones de Pb(ll), los cuales tienen un mayor radio idnico comparado con los iones Ca(ll) y
Na(l), no pueden enlazarse tan facilmente con los mondmeros de alginato.

VA VAN

Mondmeros
de Alginato

o
lon Ca (Il)

Figura A.2. Diagrama esquematico de la estructura del Ca-Alg.
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La Figura A.3 muestra los resultados del desempefio en la remocién de Pb(ll) mediante una
pelicula de Ca-Alg en soluciones de Pb(ll) de diferente concentracion. Debido a la alta
concentracion de Pb(ll) en la solucién 10 mM, el desempefio inicial en la remocion de Pb(ll) (esto
es, antes de 100 minutos), fue el mas alto. Sin embargo, en el rendimiento global en la remocién
de Pb(ll), las peliculas de Ca-Alg mostraron el mejor desempefio para soluciones 0.1 mM de Pb(ll).
Para soluciones 1 mM y 10 mM, el desempeio fue relativamente similar. Los resultados indican
que las peliculas de Ca-Alg tienen una buena capacidad de remocién en soluciones de Pb(ll) de
concentraciones bajas, en este estudio, son capaces de remover mas del 98% de los iones Pb(ll) de
una solucién 1 mM.

110
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Figura A.3. Porcentaje de remocion de plomo contra tiempo para peliculas de Ca-Alg en
soluciones de Pb (1) con diferentes concentraciones.

La Figura A.4 muestra la comparacion en la remocidn de Pb(ll) entre peliculas de Ca-Alg y perlas de
Ca-Alg que es el método convencional de preparacion de Ca-Alg. El estudio fue llevado a cabo en
una solucién 10 mM de Pb(ll). Los resultados muestran que el Ca-Alg tipo pelicula permite un
mayor porcentaje de remocién de Pb(ll), este es cerca de 3 veces mayor que para las perlas de Ca-
Alg. A esto contribuye la mayor superficie de la pelicula, la cual es mucho mayor que en las perlas
con el mismo peso usadas en el experimento, por ello proporcionan una abundancia de sitios
activos para enlazarse con el Pb(ll).
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Figura A.4. Porcentaje de remocién de plomo obtenido para peliculas y perlas de Ca-Alg después
de 360 minutos.

A.4. Conclusiones.

El presente estudio establece que tanto las peliculas de Ca-Alg como las de Na-Alg son capaces de
remover Pb(ll), mostrando un mejor desempefio en la remocién de Pb(ll) las peliculas de Ca-Alg.
El desempefio en la remocidn de Pb(ll) entre las peliculas de Ca-Alg y las perlas de Ca-Alg indican
que la superficie efectiva que es expuesta a la solucidn de Pb(ll) es esencial para el desempefo en
la remocién de Pb(Il). Asi mismo, se demostrd la utilidad de las peliculas de alginato de calcio
para la remocidn de iones de plomo en soluciones acuosas, lo que podria tener una potencial
aplicacion para la remediacion de aguas contaminadas.
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