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1. Titulo

Péptido C como indicador de reserva pancreatica en los pacientes diabéticos tipo

2 del hospital del dia en Zamora



2. Resumen

La diabetes mellitus tipo 2 es una enfermedad crénica progresiva en la que se produce
hiperglucemia debido a la deficiencia de insulina y la resistencia a esta hormona en los
musculos, que con el tiempo provoca fallo en el funcionamiento de las células p pancreéticas.
Uno de los marcadores mas Utiles para la determinacion de la secrecidn de insulina endégena
es el péptido C, el cual es secretado junto con la insulina en concentraciones equimolares,
que a diferencia de la insulina, es méas especifico para medir la reserva pancreatica. La
presente investigacion tuvo como objetivo determinar el péptido C en 115 pacientes con
diagnostico de diabetes mellitus tipo 2 atendidos en el Hospital del dia del cantén Zamora.
Ademas, completaron una encuesta con el fin de correlacionar si los niveles de péptido C
medidos en suero plasmatico son los adecuados, asi como también si la duracion de la
enfermedad afecta en la reserva pancreatica. Luego del analisis estadistico, los niveles de
péptido C fueron normales con un 53,9 %, elevados en un 34,8 % y disminuidos en un 11,3
%, lo que demuestra una mayor prevalencia de pacientes con la reserva pancreatica
conservada. También se evidencié que la reserva pancreética se va perdiendo conforme
avanza la enfermedad, sin embargo, llega un punto de corte en el que las células pueden
estabilizarse. Asimismo, se analizaron las determinaciones de péptido respecto al sexo, la
muestra estuvo representada en su mayor parte por el sexo masculino que conservan gran
parte de su reserva de insulina endégena. En relacion a la edad, no existié una diferencia
estadisticamente significativa que demuestre que exista una relacion entre la disminucion de

la reserva pancreatica y la edad.

Palabras clave: diabetes mellitus tipo 2, péptido C, insulina, reserva pancreética
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2.1 Abstract

The diabetes mellitus type 2 is a chronic progressive disease in which hyperglycemia
occurs due to insulin deficiency and resistance to this hormone in muscles, that eventually
causes failure in the functioning of pancreatic cells . One of the most useful markers for
determining endogenous insulin secretion is C-peptide, which is secreted along with insulin
in equimolar concentrations, which unlike insulin, is more specific for measuring pancreatic
reserve. The present research aimed to determine the C-peptide in 115 patients diagnosed
with diabetes mellitus type 2 treated in the Day Hospital of the canton Zamora. In addition,
they completed a survey in order to correlate whether the levels of C-peptide measured in
plasma serum are adequate, as well as whether the duration of the disease affects the
pancreatic reserve. After statistical analysis, C-peptide levels were normal at 53.9 %, elevated
ina 34.8 % and decreased in a 11.3 %, that demonstrates a higher prevalence of patients with
preserved pancreatic reserve. It was also evident that the pancreatic reserve is lost as the
disease progresses. However, there comes a cut-off point where the cells can stabilize.
Likewise, the determinations of peptide with respect to sex were analyzed, the sample was
represented mostly by the male sex that retain much of its endogenous insulin reserve. In
relation to age, there was no statistically significant difference that demonstrates that there is

a relationship between the decrease in pancreatic reserve and age.

Keywords: diabetes mellitus type 2, C-peptide, insulin, pancreatic reserve.
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3. Introduccion

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) se considera una de las enfermedades crénicas con
mayor impacto en la calidad de vida de la poblacion mundial (Liu et al., 2019). Se presenta
generalmente en adultos, cuando el organismo se vuelve resistente a la insulina o el pancreas
deja de producir suficiente insulina, causando alteracién en el metabolismo de los
carbohidratos, proteinas y grasas, dando como resultado una hiperglucemia cronica, que esta
relacionada con una combinacion de factores de riesgo, entre la genética y el estilo de vida,
como: el sedentarismo, obesidad, mala alimentacion, inactividad fisica, siendo estos los

principales responsables de multiples complicaciones (Vintimilla et al., 2019).

Segun estudios realizados por la Federacién Internacional de la Diabetes en el afio
2019, la prevalencia de la diabetes mellitus sigue en aumento continuamente, alrededor de
463 millones de adultos en edades comprendidas entre 20 y 79 afios tienen diabetes. Esto
representa el 9,3% de la poblacion mundial en este grupo de edad. Se preve gue la cantidad
total aumente a 578 millones (10,2%) para el afio 2030 y a 700 millones (10,9%) para el afio
2045 (Williams et al., 2019).

El panorama en América Latina es mas desalentador, la diabetes afecta entre un 10
% y 15 % de la poblacion adulta de América Latina y se estima que para el afio 2025 la
prevalencia alcance los 62 millones de personas, este numero se ha triplicado en la Region
desde 1980 y se estima que alcanzaré la cifra de 109 millones para el 2040 (Irigoyen et al.,
2017).

En el Ecuador, esta patologia es la mas comun, ya que del total de personas que tienen
diabetes, el 95% padecen el tipo Il, ubicandose entre las primeras posiciones de las
estadisticas de morbimortalidad, ya que, en el 2019, la diabetes fue la segunda causa principal
de muerte, con un estimado de 3,420 muertes, y una prevalencia de 7,5% (Lugmafia, Carrera,
& Fernandez, 2019). Asimismo, en la parte sur del pais, en la provincia de Zamora Chinchipe,
en el mismo afio, esta enfermedad fue la tercera causa de muerte, después de los accidentes

de transito, neumonia e influenza (Instituto Nacional de Estadisticas y Censos, 2021).

La diabetes es una enfermedad que ocurre cuando los niveles de glucosa en sangre
son demasiado altos, por lo que, la insulina al ser una hormona producida por las células 3

del pancreas tiene como principal funcién regular la glucosa, asi como el metabolismo de los
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lipidos y los carbohidratos. Después de una comida, los niveles de glucosa en sangre se
elevan, fisioldgicamente el pancreas produce pro-insulina, que a su vez mediante un
mecanismo postraduccional se libera insulina y péptido C al torrente sanguineo, la insulina
promueve el almacenamiento de la glucosa en las células musculares, tejido adiposo e higado.
Una produccion deficiente de insulina o la disminucion en la respuesta de los tejidos y
organos periféricos a su accion constituyen las principales bases etiopatogénicas de la

diabetes mellitus (Vargas & Carrillo Sepulveda, 2018).

Los niveles de péptido C persisten en la sangre durante mucho tiempo; puesto que es
degradado directamente por los rifiones; por lo tanto, en comparacién con la insulina, es el
mejor indicador de produccion de insulina endégena en el pancreas del paciente (Wysham &
Shubrook, 2020).

Si bien la prueba del péptido C no se considera una prueba de rutina, en algunas
ocasiones, el médico puede solicitar su medicion en suero sanguineo, ya que puede reflejar
con precision la funcién de las células B del pancreas, logrando diferenciar la produccion de
insulina enddgena producida a lo largo del tiempo, de la insulina exdgena, por lo tanto, la
inclusién del péptido C permite realizar intervenciones terapéuticas adecuadas en mejores

condiciones para el manejo y control de los pacientes diabéticos (Skyler et al., 2017).

Basados en este contexto, el tema de investigacion “Péptido C como indicador de
reserva pancreatica en los pacientes diabéticos tipo 2 del hospital del dia en Zamora” tuvo
como objetivo realizar la determinacion del péptido C mediante el método inmunoenzimatico
ELISA en pacientes con diabetes tipo 11, asi como también analizar la secrecion enddgena de
insulina mediante la medicion del Péptido C en pacientes diabéticos tipo 11 de acuerdo al
tiempo de evolucion de la enfermedad y valorar la concentracion del péptido C en pacientes

con diabetes mellitus tipo 2 segun el sexo, y segun la edad.
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4. Marco tedrico

4.1 El pancreas
El pancreas es un complejo 6rgano lobulado con distintos componentes exocrinos y
endocrinos, orientado transversalmente en la parte superior y media del abdomen en las zonas
del epigastrio e hipocondrio izquierdo, extendiéndose desde el duodeno hasta el bazo (Pérez
& Arauz Valdes, 2020).

4.1.1 Anatomia

Macroscopicamente es lobulado, de color gris rosado, en promedio, el pancreas mide
20 cm de largo y pesa 90 g en los hombres y 85 g en las mujeres, su peso estad formado por
71 % de agua y 13 % de proteinas, entre 3 'y 20 % de grasa (Talathi & Bhimji, 2018). En el
pancreas se distinguen tres porciones: cabeza, cuerpo y cola. La cabeza se encuentra
enmarcada por el duodeno y es la parte mas voluminosa. El cuerpo y la cola se prolongan
hacia el hipocondrio izquierdo donde la cola entra en contacto con el bazo (Nahum, 2018).

4.1.2 Fisiologia

El pancreas cuenta con funciones digestivas y hormonales:

Las enzimas que secreta el tejido exocrino del pancreas participan en la degradacion
de carbohidratos, grasas, proteinas y en la neutralizacion de &cidos en el duodeno. Tales
enzimas son amilasa, lipasa, tripsina, quimiotripsina que se transportan por el conducto
pancredtico hacia el conducto biliar en forma inactiva. Cuando entran en el duodeno se
vuelven activas. El tejido exocrino también secreta bicarbonato para neutralizar el acido del

estdbmago en el duodeno (Laguna, 2021).

Las hormonas que secreta el tejido endocrino del pancreas son la insulina y el
glucagdn que regulan la glucosa en la sangre y la somatostatina que previene la liberacién de
las otras dos hormonas (EISayed y Mukherjee, 2018).

4.2 Glucosa
La glucosa es un azlcar que nuestro organismo obtiene de los alimentos, fundamental
para el consumo de energia en el metabolismo de los seres humanos, la cual permite llevar
a cabo procesos celulares como la transmision nerviosa, contraccion muscular, transporte

activo y produccion de sustancias quimicas (Gurung & Jialal, 2019).
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Cuando ingerimos alimentos, la glucosa ingresa al torrente sanguineo y aumentan los
niveles en la sangre. En consecuencia, el pancreas, especialmente los islotes, producen y
liberan insulina en el torrente sanguineo, esta hormona aumenta la permeabilidad celular y
facilita el transporte de glucosa al interior de las células para convertirla en energia y utilizarla
como glucdgeno; como resultado, los niveles de azicar en la sangre vuelven a niveles basales

y disminuye la secrecion de insulina (Nakrani et al., 2020).

4.3 Insulina

La insulina es una hormona polipeptidica producida por las células  de los islotes
pancredticos, y esta involucrada principalmente en la regulacion de la glucosa en sangre y el
almacenamiento de carbohidratos y lipidos. Es importante destacar que la insulina permite
que la glucosa entre en el musculo y las células adiposas, estimulando el higado para que

almacene glucosa como glucogeno y sintetice &cidos grasos (Lucier et al., 2021).

La molécula de insulina consta de 51 amino&cidos dispuestos en dos cadenas: una
cadena A (21 aminodcidos) y una cadena B (30 aminoacidos), que estan unidas por dos
puentes disulfuro. La proinsulina es un precursor de la insulina, que se transporta al aparato
de Golgi de las células beta, donde se procesa y empaqueta en granulos. La proinsulina, un
péptido de cadena sencilla de 86 aminoacidos, se separa en insulina y péptido C (péptido de
unién); ambos son secretados en partes iguales por las células beta cuando son estimulados

por glucosa (Donner, 2019).

El nivel alto de glucosa en sangre provoca la secrecion de insulina, que al mismo
tiempo reduce los niveles de glucosa en sangre a medida que la glucosa pasa de extracelular
a intracelular, sin embargo, cuando la secrecion de insulina esta deteriorada e insuficiente, la
glucosa se acumula en el organismo, 0 mas precisamente en la sangre, causando una variedad

de complicaciones, que conduce a la diabetes mellitus (Daghlas et al., 2022).

4.4 Péptido C

El péptido C es un polipéptido secretado con la insulina por las células B del pancreas,
producido por la ruptura enzimatica de la proinsulina. En consecuencia, la insulina y el
péptido C son secretados en cantidades equimolares. Una vez secretados, tanto la insulina
como el péptido C pasan por el higado, ahi, la insulina se une a sus receptores e inicia la
captacion de glucosa y se degrada en 5 a 10 minutos, mientras que el péptido C, tiene una
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degradacién limitada en el higado y es degradado por los rifiones. Por lo tanto, la vida media
del péptido C es de alrededor de 30 a 35 minutos (Muzzio y Merofio, 2020).

Debido a que el péptido C se libera en el sistema circulatorio junto con la insulina, se
usa ampliamente como medida de la secrecion de insulina para evaluar la funcion de las
células B pancreaticas. Ademas, el péptido C como analito es distinto de la insulina y se
caracteriza por una mayor estabilidad, numerosos estudios han demostrado que el péptido C,
aungue no influye en el control del azucar en la sangre, podria desempefiar un papel en la
prevencion y posible reversion de algunas de las complicaciones cronicas de la diabetes
(Venugopal et al., 2021).

4.4.1 Utilidad clinica

La medicion del péptido C y la insulina en sangre tiene varios usos clinicos: la
investigacion de las condiciones que dan lugar a una secrecion endogena excesiva de
insulina, son: el insulinomay la investigacion de las causas de los episodios hipoglucémicos,
en pacientes diabéticos tratados con insulina evita la trampa de la reaccion cruzada del ensayo
entre la insulina exdgena y la enddgena y la evaluacion de la resistencia a la insulina
(Leighton et al., 2017).

Los niveles de péptido C reflejan con méas exactitud las funciones celulares del islote en las

situaciones siguientes:

e Pacientes diabéticos tipo 2 tratados con farmacos orales que estimulan la produccién
de insulina o para conseguir que las células sean mas sensibles a la insulina que ya se
produce. A veces como consecuencia de la lesion de las células beta es necesario
administrar insulina exogena.

e Las personas que estdn bajo tratamiento con insulina exdgena pueden generar
anticuerpos de insulina, estos interfieren con los métodos utilizados para la
determinacion de insulina aumentando falsamente los niveles séricos de insulina y

por ello es muy dificil evaluar la produccion enddgena de insulina.
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4.4.2

Hipoglucemia a causa de una administracién excesiva de insulina (hipoglucemia
facticia) u otras causas como consumo de alcohol, deficiencias hereditarias de
enzimas hepaticas, enfermedad renal, hepatica o a un insulinoma.

En casos de extirpacion de pancreas o en trasplantes de células de islotes pancreéticos,
la medida de péptido C puede ser atil para verificar la eficacia del tratamiento
(Tresguerres, Ruiz, & Cachofeiro, 2010).

Interpretacion de los resultados de Péptido C

La concentracion plasmatica de péptido C en ayunas es de 0,9 a 1,8, y los niveles

posprandiales son de 3 a 9 ng/mL en individuos sanos (Muzzio y Merofio, 2020).

Un nivel elevado de péptido C, superiores a 1,8 ng/ml, en personas con diabetes tipo
2, significa que el pancreas se esfuerza por compensar la resistencia a la insulina
fabricando maés insulina, y en ciertos casos se asocia a tumor de células beta,
insulinoma y terapia con sulfonilureas (Abraham et al., 2018).

Un nivel de péptido C en ayunas de menos de 0,6 ng/ml es consistente con la falla de
las células beta y predice el requerimiento de terapia con insulina, a su vez se han
relacionado con mayores niveles de variabilidad de la glucosa, dado que se sabe que
la variabilidad de la glucosa esta asociada con un aumento de las complicaciones y la

mortalidad en pacientes con diabetes.(Genuth et al., 2018)
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4.4.3 Diagnostico de laboratorio:

4.4.3.1 Péptido C Monobind Inc.: Determinacion cuantitativa de péptido C
circulante en el suero humano, mediante el meétodo ensayo
inmunoenzimometrico de ELISA “Sandwich”. En este procedimiento, la
movilizacién toma lugar en la superficie de una microplaca a través de la
interaccion de estreptavidina revestida en los pozos y con el anticuerpo de
insulina monoclonal marcado con biotina agregado exdgenamente. Después
de la mezcla del anticuerpo monoclonal marcado con biotina, el anticuerpo
enzimatico y un suero que contiene antigeno nativo, la reaccion resulta entre
el antigeno nativo y los anticuerpos, formando un complejo en sandwich
soluble. Luego del tiempo suficiente para la reaccion, la fraccion enlace de
anticuerpo es separada del antigeno sin enlace mediante decantacion. La
actividad de la enzima en la fraccion con enlace de anticuerpo es
inversamente proporcional a la concentracién nativa del antigeno (Monobind
Inc, 2020).

4.4.3.2 PEPTIDO-C IRMA: Ensayo inmunorradiométrico para la determinacion
cuantitativa in vitro del péptido-C en suero humano, en el rango de 0 — 30
ng/mL. Este ensayo utiliza el principio del analisis inmunorradiométrico
(IRMA) en fase solida. Para ello emplea dos anticuerpos monoclonales que
reconocen dos epitopes diferentes de la molécula. Uno de ellos estd marcado
con radioyodo, un anticuerpo de sefial y el otro, conjugado a biotina,

funciona como anticuerpo de captura (Izotop, 2010).



4.4.3.3 Bio-C Peptide: Inmunoensayo de Quimioluminiscencia se ha disefiado para
la determinacién cuantitativa de la concentracion de péptido C en suero
humano. La prueba es una fase solida de dos sitios de inmunoensayo, donde
un anticuerpo monoclonal se aplica sobre la superficie de los pocillos y otro
anticuerpo monoclonal marcado con peroxidasa de rabano picante se usa
como trazador. Las moléculas de péptido C en la solucion estandar o suero
"sandwich" entre los dos anticuerpos. Después de la formacion de la cubierta
del anticuerpo-antigeno-anticuerpo-enzima compleja, la enzima-anticuerpo
sin consolidar se elimina por el lavado. La actividad de peroxidasa de rabano
unido en los pozos de entonces analiza las reacciones de
Quimioluminiscencia. La Unidad de Luz de la reaccion es proporcional a la

concentracion actual de péptido C en la muestra (MexLab, 2016).

45  Diabetes Mellitus
La diabetes mellitus se caracteriza por producir un trastorno en la regulacién de los
niveles de glucosa en sangre, asociada con factores genéticos y de estilo de vida, como

antecedentes familiares, raza, obesidad y dieta (Borhade & Singh, 2022).

Los niveles altos de glucosa en sangre caracterizan el trastorno debido a la resistencia
a la insulina y la deficiencia final de insulina. La diabetes se presenta mas comunmente en
dos tipos principales: tipo 1 o tipo 2, otras causas incluyen la diabetes monogénica como la
diabetes neonatal, diabetes de inicio en la madurez en los jévenes (MODY), diabetes

gestacional, insuficiencia pancredtica o la inducida por farmacos

45.1 Clasificacion

Segun la (OMS, 2021), describio la clasificacion de la siguiente manera:

e Diabetes tipo 1 se caracteriza por una produccion deficiente de insulina y requiere la
administracion diaria de esta hormona, los sintomas incluyen produccion excesiva de orina
(poliuria), aumento de la sed (polidipsia), hambre constante, pérdida de peso, problemas de
vision y fatiga.

e Diabetes tipo 2 se debe al uso ineficiente de la insulina por parte del organismo. Mas
del 95% de las personas padecen diabetes tipo 2, principalmente por obesidad y falta de
ejercicio, los sintomas pueden ser similares a los de la diabetes tipo 1, pero a menudo son
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menos graves y permiten diagnosticar la enfermedad varios afios después de que aparecen
los sintomas, si el problema ya se ha desarrollado.

e Diabetes mellitus gestacional ocurre durante el embarazo en respuesta a niveles de
glucosa que son mas altos de lo normal, pero por debajo de los niveles utilizados para
diagnosticar diabetes. Este tipo de diabetes aumenta el riesgo de complicaciones durante el
embarazo y el parto. Ademas, tanto la madre como sus hijos tienen un mayor riesgo de
desarrollar diabetes tipo 2 en el futuro.

4.6  Diabetes Mellitus tipo 2

Se caracteriza por resistencia a la insulina y, al menos inicialmente, una deficiencia
relativa en la secrecion de insulina, y los niveles de insulina plasmatica son inadecuados para
mantener la homeostasis normal de la glucosa. Con el tiempo, se produce una falla progresiva
de las células beta lo que conduce a una deficiencia de insulina cada vez mas grave.
Recientemente, andlisis en la regulacion de las células beta revelaron que la mayoria de los
sujetos con riesgo de desarrollar diabetes tipo 2, ya tienen una pérdida significativa, cercana
al 80 % de la insulina total (Courtney et al, 2021).

Ademas, estos individuos a menudo presentan hipertensiéon, dislipidemia, disfuncién
del endotelio vascular y niveles elevados del Inhibidor del Activador del Plasmindgeno tipo
1 (PAI-1), este grupo de anomalias se denomina sindrome de resistencia a la insulina. Debido
a estas anomalias, los pacientes con diabetes tipo 2 tienen un mayor riesgo de desarrollar
aterosclerosis con complicaciones macrovasculares como infarto de miocardio y accidente

cerebrovascular (Kazi y Blonde, 2018).
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4.6.1 Diagnostico
Se puede aplicar los siguientes criterios:

e Glucosa plasmatica en ayunas, el nivel de glucosa en sangre, en plasma sanguineo se
mide después de un periodo de ayuno, generalmente de al menos 8 horas. Un valor superior
a 126 mg/dL se asocia con diabetes.

e Glucosa plasmaética aleatoria, se toma una muestra aleatoria de glucosa en plasma en
algin momento después de la Gltima ingesta dietética. Un valor superior a 200 mg/dL es
altamente sugestivo de diabetes (Stechova, 2018).

e Test oral de tolerancia a la glucosa, sirve como marcador para el pronostico de la
diabetes mellitus para determinar la sensibilidad y secrecion de insulina. La cantidad
recomendada de glucosa para esta prueba es de 75 g, donde se cuantifican las concentraciones
de glucosa plasmatica basal, después de 8h de ayuno y de glucosa en sangre después de la
carga de glucosa a los 60 min, 90 min y de ser necesario a los 120 min (Serna et al., 2021).

e HbAIc, el valor de HbA1C indica un promedio de 2 a 3 meses del control glucémico
de un paciente. Dado que el valor de HbA1C resume el control glucémico a largo plazo, se
utiliza con frecuencia para evaluar a los pacientes con hiperglucemia prolongada, como se
observa en los pacientes con diabetes, y para pronosticar el riesgo de complicaciones
diabéticas (Genuth et al., 2018).

e Péptido C, es una medida cuantitativa de la funcion de las células beta en el pancreas
de un individuo. Medido a través de muestras de orina o suero, un valor de péptido C ayuda
en la evaluacién y el control de la diabetes.

e Autoanticuerpo, la presencia de autoanticuerpos, incluidos los autoanticuerpos contra
los islotes, los autoanticuerpos contra la insulina, los autoanticuerpos contra el antigeno 2
asociado al insulinoma, los autoanticuerpos contra la descarboxilasa del &cido glutdmico
(GAD), entre otros, sugieren una respuesta autoinmune como se observa en la diabetes tipo
1.
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5. Metodologia
5.1 Tipo de estudio:
La presente investigacién es de tipo cuantitativo, no experimental y de corte

transversal realizada durante el periodo Marzo — mayo 2022.

5.2 Area de estudio:

El estudio se llevo a cabo en la ciudad de Zamora, en el Hospital del dia perteneciente
al Instituto Ecuatoriano de Seguridad Social, ubicado en Av. Héroes de Paquisha, en la cuidad
de Zamora, provincia Zamora Chinchipe. Para la realizacion del estudio se conté con el
permiso respectivo otorgado por el Dr. Galo Vivanco, director Médico del Hospital del dia
(ANEXO 1).

5.3 Universo y muestra:
5.3.1 Universo:
La investigacion se realizé en pacientes ambulatorios con diagnéstico de diabetes

mellitus tipo 2 y solicitud médica de la prueba de péptido C.

5.2.2 Muestra:
Se utilizd un tipo de muestreo no probabilistico por conveniencia, la muestra estuvo
conformada por 115 pacientes con diagnostico confirmado de diabetes tipo 2, a quienes se

les realizé la prueba de péptido C mediante el método ELISA.

54 Criterios de inclusion:
e Pacientes que aceptaron voluntariamente participar en el estudio y firmaron el
consentimiento informado.

e Pacientes de cualquier edad y sexo con diagnostico confirmado de Diabetes Mellitus
tipo 2 que acudieron a consulta en el hospital del dia.

e Pacientes que se prepararon correctamente para la toma de muestra
e Pacientes con tratamiento con antidiabéticos orales.

e Pacientes con terapia combinada con antidiabéticos orales e insulina.
e Pacientes con tratamiento con insulina exogena.

e Pacientes que no reciben ninguna medicacion y fueron diagnosticados con Diabetes

mellitus tipo I1.
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5.5  Criterios de exclusion:
e Pacientes con ficha clinica incompleta y no se pudieron localizar.
e Pacientes que no asistieron por ellos mismos a las casas de salud.
e Pacientes que no llenaron correctamente la encuesta.

e Muestras que estuvieron hemolizadas.

5.6 Aspectos legales:
Se observaron los aspectos legales y éticos para ejecutar una investigacion en

muestras humanas, para ello se gestionaron los permisos correspondientes.

Dentro de los aspectos éticos se aplico el consentimiento informado (ANEXO 3) el
cual garantiza la participacion voluntaria del paciente al estudio teniendo conocimiento de
los objetivos, beneficios y posibles riesgos, todos los datos obtenidos fueron estrictamente
confidenciales.

5.7 Equipos y materiales:

La toma de muestras se llevd a cabo en el laboratorio clinico del hospital del dia de
Zamora, se recolectaron las muestras los dias: sabado y domingo de 7 a 9 am, siguiendo el
protocolo de recogida y almacenamiento respectivo que consta en anexos, al mismo tiempo,
se aplicaron encuestas a cada participante con el fin de obtener informacion como el tiempo
de evolucion de su enfermedad, que ayudo a correlacionar con el nivel de péptido C en
sangre, a su vez la edad de los pacientes puede influir en las concentraciones de péptido C,
los rangos de edad se obtuvieron mediante la siguiente formula en Excel: R = Méaxx — Min,
donde R es el rango, Max es el valor maximo de la muestra, Min es el valor minimo de la
muestra, X es la variable sobre la que se pretende calcular esta medida; ademas el cuidado y
control de la misma y si tomaban algun tipo de medicamento que serd de ayuda al medico
tratante para determinar si el tratamiento es el adecuado o si necesita ajustarlo. El
procesamiento de las muestras se realiz6 en el Centro de Diagndstico Médico de la Facultad
de la Salud Humana, los lunes de 8 am a 12 pm, en el equipo RAYTON 2100C, con el apoyo
de la Lcda. Diana Ramon para la validacion de resultados, a su vez se realizaron controles
interlaboratorios con el Laboratorio San Gabriel que cuenta con control de calidad interno y

externo, proporcionaron un suero control para poder corroborar los resultados
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obtenidos, debido que no estuvieron incluidos en el Kit de reactivo MONOBIND de Péptido

C.

5.8

5.8.1
5.8.2
5.8.3
5.8.4
5.8.5
5.8.6
5.9

501
5.9.2

5.10
5.10.1

Fase pre analitica:

Aprobacion del permiso para ejecucion del trabajo de integracion curricular (ANEXO 2)
Consentimiento informado (ANEXO 3)

Encuesta (ANEXO 4)

Preparacion del paciente para la toma de muestra (ANEXO 5)

Toma de muestras de sangre periférica (ANEXO 6)

Transporte y almacenamiento de las muestras (ANEXO 7)

Fase analitica:

Determinacion del péptido C mediante ELISA (ANEXO 8)

Obtencion de resultados

Fase post analitica:

Instrumento de recoleccién de datos

Se utiliz6 una hoja de recoleccion de datos y resultados obtenidos que incluye toda la

informacion necesaria para la investigacion. (ANEXO 9)

5.10.2

Tabulacion de datos

Se realiz6 mediante el programa informéatico denominado SPSS, el cual permitid la

cuantificacion, representacion grafica y analisis de datos obtenidos.

5.10.3

Presentacion de datos

Los datos se presentaron mediante tablas y graficos que representan e interpretan los

resultados obtenidos
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6. Resultados
Interpretacion de chi cuadrado (x?): prueba estadistica para comprobar si las
variables estan asociadas o no, una nula o de independencia de las variables (HO) y una

alternativa o hipotesis de asociacion de las variables (H1).

x*(df) =% (O_E—E)Z
donde:

x? = Chi cuadrada

df = grados de libertad

Y =sumade ...

O = frecuencias observadas

E = frecuencias esperadas

Calculo del valor critico: el nivel de significancia es del 5% (0.05)
Grados de Libertad (gL): (cantidad de filas-1) x (cantidad de columnas-1)

e 2 calculado > 2 tabla = se rechaza Ho

e 2 calculado < 2 tabla & se rechaza Hi
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Mediante la determinacién del péptido C (tabla 1) se observa que el 11,3%
presentaron niveles disminuidos de péptido C evidenciando una disfuncién en las células B

del pancreas.

Tabla 1.

Determinar el péptido C como indicador de reserva pancreatica en pacientes con diabetes
mellitus tipo 11

Niveles de péptido C

Frecuencia Porcentaje
AUMENTADO 40 34,8
NORMAL 62 53,9
DISMINUIDO 13 11,3
Total 115 100,0
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En primer lugar, se cuantifico el péptido C en relacion al tiempo de evolucion (tabla
2) utilizando la prueba estadistica Chi cuadrado (X?= 25,65; p=0,014; gL=10) demostro que,
si existe dependencia entre estas dos variables (p <0,05) ademas en la tabla observamos que
en el periodo entre 21 y 25 afios de enfermedad se observan 3 pacientes con niveles
disminuidos de péptido C lo que indica que el tiempo de evolucion de enfermedad puede

influir en la disminucion de la reserva pancreatica.

Tabla 2.
Cuantificar los niveles de péptido C en pacientes con diabetes mellitus tipo Il de acuerdo a
la duracion de la enfermedad

Niveles de péptido C

AUMENTADO NORMAL  DISMINUIDO  Total
Menos 5 afios 19 8 2 29
Entre 5 - 10 afios 10 15 3 28
Tiempo  de  Entre11-15afios 6 15 2 23
evolucion de la
enfermedad Entre 16 - 20 afios 2 5 3 10
Entre 21 - 25 afios 3 9 3 15
Entre 26 - 30 aflos 0 10 0 10
Total 40 62 13 115
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Luego se analizé las concentraciones del péptido C segun el sexo (tabla 3) se pudo
evidenciar utilizando la prueba estadistica Chi cuadrado (X?= 0,214; p=0,89; gL=2) que las
variables son independientes entre ellas (p>0,05) entonces de un total de 115 pacientes, 13
pacientes mostraron niveles disminuidos de péptido C, donde se encontr6 que 5 fueron

mujeres y 8 fueron hombres.

Tabla 3.
Valorar la concentracion del péptido C en pacientes con diabetes mellitus tipo Il segun el
Sexo

FEMENINO MASCULINO Total

Niveles d¢ AUMENTADO 15 25 40

peptidoC  NORMAL 26 36 62
DISMINUIDO 5 8 13

Total 46 69 115
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Por Gltimo, se establecié que, segin nuestra muestra, utilizando la prueba estadistica
Chi cuadrado (X?= 11,915; p=0,291; gL=10) que tanto los niveles de péptido C y la edad
(tabla 4) son independientes (p>0,05), por lo tanto, en el rango de 52 — 61 afios, 6 pacientes
presentaron niveles disminuidos de péptido C mientras que en el rango de 82 — 91 afios, 1
paciente, lo que indica que existe disfuncion en la reserva pancreéatica independientemente

de la edad del paciente.

Tabla 4.
Establecer los niveles de péptido C en pacientes con diabetes mellitus tipo Il segun la edad

Niveles de péptido C
AUMENTADO NORMAL  DISMINUIDO  Total

32 - 41 anos 2 2 0 4
42 - 51 afos 6 8 0 14
Edadesdelos 55 g1 afips 15 20 6 41
__Ppacientes 62 - 71 afios 13 23 5 41
diabéticos tipo 2 75 _ g1 afi0s 4 9 1 14
82 - 91 afnos 0 0 1 1

Total 40 62 13 115
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7. Discusion

La diabetes tipo 2 es una enfermedad comun a nivel mundial y en nuestro medio. Es
una enfermedad que va en aumento y es la causa mas frecuente de insuficiencia renal y
trastornos neurolégicos y cardiovasculares, asociada a los cambios de estilo de vida
impuestos por la sociedad actual, cuyas complicaciones agudas y cronicas, y comorbilidades
pueden ser prevenibles (Shahbazian et al., 2019).

En la diabetes tipo 2, hay una pérdida gradual de la funcion de las células p a lo largo
del curso de la enfermedad. Estas células B pancreaticas tienen la funcién de actuar como
sensores de nutrientes que regulan la secrecion de insulina en respuesta al alto contenido de
glucosay lipidos. La sobrecarga de nutrientes es la causa principal de resistencia a la insulina,
ya que aumenta los requerimientos de secrecion de insulina en estas células (Wysham &
Shubrook, 2020).

La medicion del péptido C es especialmente importante en las personas
que tienen diabetes tipo 2 porque puede informar las opciones de tratamiento adecuadas,
constituyéndose como un indicador util de la funcion de las células B y se ha demostrado que
se correlaciona con la duracién de la diabetes tipo 2, ya que pueden tener un agotamiento
significativo de las células  a lo largo de la enfermedad (Wysham et al., 2020).

En la presente investigacion, se determind que el 53,9 % obtuvieron valores normales
de péptido C, el 34,8 % valores elevados y solo el 11,3 % valores disminuidos, se comparo
con el estudio de Andrade, (2017), donde sus resultados arrojaron que una gran parte
significativa estuvo representada por niveles normales de péptido C, asi mismo se equiparan
estos estudios con la investigacion realizada por Uzunlulu et al. (2019), que evidencia de
igual manera una mayor proporcion de valores normales, corroborando a lo obtenido en el
presente estudio, puesto que el mayor porcentaje se encuentra representado por niveles
normales, es decir, que la reserva pancreatica en los tres casos se mantiene conservada, por
ende, las células B del pancreas ain se encuentran en la capacidad de producir la insulina
requerida por el organismo, mientras que un articulo presentado por Singh et al., (2017),
demostraron una discrepancia con el presente estudio, puesto que predominan los niveles
elevados, debido a que los pacientes analizados eran obesos, por ende, el pancreas se esfuerza
por compensar la resistencia a la insulina fabricando aiin mas insulina, la diferencia con la

investigacion realizada se remite al hecho de que no se evaluaron pardmetros como la
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medicion del IMC siendo una de las limitaciones, por lo que, no fue posible correlacionar
esta conjetura, sin embargo, el péptido C sigue siendo un util indicador de reserva insulinica

que indica si se mantienen o no los niveles requeridos de insulina en las muestras analizadas.

Nuestros hallazgos sobre la correlacion de los valores de péptido C de acuerdo a la
evolucion de la enfermedad, demostraron que en el rango de 16-20 afios, los niveles de
péptido C disminuyeron en un 23,1 %, mientras que en el rango entre 26-30 afios, no se
evidencid ningun decrecimiento, estos resultados son similares con el estudio realizado por
Wysham et al., (2020), donde expone que disminuyeron en aquellos con una duracién de la
enfermedad de 16-18 afios, pero no hubo una mayor disminucion en aquellos con una
duracion de > 21 afios; podria ser que existe un punto en el que la pérdida de células beta se
estabiliza, pues las elevadas concentraciones de glucosa y lipidos circulantes, causan la
disfuncion en las células B que con el pasar del tiempo pueden llegar a provocar apoptosis en
estas células, no obstante, puede revertirse logrando niveles normales de glucosa y lipidos.
Por otro lado, un articulo publicado por Chen et al., (2022), expone gue una disminucion en
la reserva pancreatica se debe a que la lipotoxicidad puede inducir fallo en las células 3 siendo
un factor asociado con la pérdida de células B en la diabetes tipo 2 a lo largo del curso de la

enfermedad.

Cuando hablamos de la relacion entre el sexo y los niveles de péptido C, encontramos
una mayor prevalencia en el sexo masculino, con el 31 % de niveles normales de péptidoC;
mostrando similitud con el estudio de Mahmoodi et al., (2022), en el cual, predomina el
sexo masculino con el 52,34% con valores normales de péptido C, lo que indica que aun
conservan sus niveles de insulina endégena dentro de los niveles normales en condiciones
basales, por lo tanto, sus células § pancreaticas funcionan eficientemente. Lo cual difiere en
parte con lo que expone Wei et al., (2021), donde el sexo masculino prevalece con 72% con
niveles elevados de péptido C, la diferencia con el presente estudio recae en que presentaron
un aumento en su reserva pancreatica, esto puede estar asociado a diversos factores
epidemiol6gicos como la obesidad, sedentarismo que conlleva a la poblacién masculina a
prevalecer con esta enfermedad, es por ello que se reflejaron concentraciones elevadas de
péptido C en respuesta a la resistencia a la insulina. Por el contrario, Tuccinardi et al.,
(2020),en su investigacion, demostro que predominé el sexo femenino con un 55,7 % de

niveles normales de péptido C, por lo que, infiere que no hay determinantes genéticos
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especificos que atribuyan la vulnerabilidad a las mujeres, pero ciertas causas como el
sobrepeso relacionado con la alimentacion, uso de anticonceptivos hormonales, pueden

explicar parte del incremento en las mujeres a padecer esta enfermedad.

En cuanto a la relacion entre la edad y los niveles de péptido C, no se identificd
dependencia entre las variables, con un 14,6 % de disminucion de péptido C en la edad de
52 a 61 afios, frente al 7,14 % en el rango de 72 a 81 afios. De manera semejante como lo
plantea Velasquez, (2015), en grupos etarios similares presentaron un pequefio porcentaje de
niveles disminuidos de péptido C. Asimismo Andrade, (2017), demostr6é una pequefia parte
con disminucion en sus niveles de péptido C, esto puede deberse a que la muestra investigada
en nuestro estudio es similar al que se ha descrito en los otros estudios complementados con
evidencia cientifica realizados en diferentes lugares, y determinados grupos donde se
evidencia un control adecuado de la enfermedad ya que predominan los pacientes con una
reserva pancreatica con los niveles de insulina estables. De forma contradictoria, Yoon et al.,
(2012), manifiesta que en su investigacion se ha demostrado que las concentraciones de
péptido C se ven afectadas por la edad, pues lo normal es que la funcion pancreatica vaya

declinando segin como la enfermedad progresa.
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8. Conclusiones

Realizada la determinacién de los niveles de péptido C en pacientes diabéticos tipo 2
atendidos en el hospital del dia en Zamora, se pudo constatar un 53,9 % de la muestra
estudiada con niveles normales de péptido C indicando que los niveles de insulina
enddgena son los adecuados y mantienen su reserva pancreatica conservada, sin embargo,
existe un pequefio porcentaje con niveles disminuidos, evidenciando que su reserva
pancredatica se muestra deficiente.

Se evidencio que durante el tiempo de enfermedad que una persona padece diabetes, el
decrecimiento en la secrecion insulinica avanza porque hay una insuficiencia progresiva
de células B que segregan insulina, que llega en un punto de corte en el que se mantienen
estables los niveles de insulina enddgena gracias a los tratamientos adecuados o dieta
libre de lipidos.

Se demostrd que, en la poblacion estudiada existe una predominancia respecto al sexo
masculino con niveles normales de péptido C, lo que indica que mantienen intacta la
funcionalidad de las células  pancreaticas, demostrando la importancia de un control
adecuado de la diabetes mellitus tipo 2, pese a que no existen determinantes genéticos
que aseveren una mayor vulnerabilidad tanto a hombres como mujeres, se considera un
parametro totalmente independiente.

Se determind los niveles de péptido C de acuerdo a la edad de cada paciente,
evidenciando que no existe diferencia estadisticamente significativa, porque no influye

en un aumento o decrecimiento de los niveles de insulina end6gena.
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9. Recomendaciones

Se sugiere incluir la determinacion de péptido C dentro del perfil glucémico debido a que
refleja con mayor precision la produccion insulinica enddgena del pancreas en aquellos
pacientes con diabetes mellitus tipo 2 que ya no respondan al tratamiento con
antidiabéticos orales y necesitan recibir insulina como farmacoterapia.

Para futuras investigaciones en la misma poblacién estudiada se pone a consideracion
que se realice un seguimiento de los pacientes con resultados desfavorables con el
objetivo de valorar cambios en la funcionalidad de la célula B para un manejo adecuado
de la enfermedad.

Deberian abandonarse los términos clasicos diabetes mellitus insulinodependiente y
diabetes mellitus no dependiente, y en su lugar usar las palabras como tipo | y tipo 2
puesto que hay pacientes con diabetes tipo 2 que necesitan ser tratados con insulina para
seguir un buen control.

Recomendar la formacion de un club para pacientes diabéticos en el Hospital del dia de
Zamora, en el que se puedan llevar a cabo programas de educacion a los pacientes,
proporcionar conocimientos, aportando informacién, hébitos y motivaciones para

contribuir al control eficaz de la enfermedad
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11. Anexos

Anexo 1 Oficio de aprobacion y designacion de director del trabajo de
integracion curricular

Universidad Facultad
L{” Nacional de la Salud
v de Loja Humana

CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

1859

Of. Nro. 2022-00217-CLC-FSH-UNL
Loja, 02 de marzo de 2022

Licenciada

Maria del Cisne Lojan Gonzalez

DOCENTE DE LA CARRERA DE LABORATORIO CLINICO DE LA FACULTAD DE LA
SALUD HUMANA-UNL.

Ciudad.-

De mi consideracion:

Por el presente y dando cumplimiento a lo dispuesto en el Articulo 228 del Reglamento de
Régimen Académico de la Universidad Nacional de Loja y una vez que ha cumplido con
todos los requisitos y considerando que el proyecto de tesis fue aprobado; me permito
hacerle conocer que esta Direccion le ha designado Directora del trabajo de Integracion
Curricular, titulado: “PEPTIDO C COMO INDICADOR DE RESERVA PANCREATICA EN LOS
PACIENTES DIABETICOS TIPO 2 DEL HOSPITAL DEL DIA EN ZAMORA”, de autoria de la Srta.
NIKOLE DAYANA GORDILLO GORDILLO, estudiante de la Carrera de Laboratorio Clinico.

Aprovecho la oportunidad para expresar mis sentimientos de consideracion y estima
personal e institucional.

Atentamente,

Dra. Esp. Sandra Freire Cuesta,
DIRECTORA DE LA CARRERA DE
LABORATORIO CLINICO-FSH. UNL.

Referencla: Correo electronico
Anexo: Archivo Secretaria de la Carrera
Elaborado por:  Marla del C. Salazar L.
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Anexo 2 Certificado de pertinencia de trabajo de integracion curricular
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CARRERA DE LABORATORIO CLINICO
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Of. Nro. 2022-00198-CLC-FSH-UNL
Loja, 23 de febrero de 2022
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Ciudad.-
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Con la finalidad que incorpore las observaciones realizadas a su Proyecto de Tesis, me
pemito correr traslado el Oficio emitido por la Dra. Esp. Sandra Freire Cuesta, docente de
la Carrera de Laboratorio Clinico, con el objeto de poder emitir el informe favorable respeto
a la estructura, coherencia y pertinencia del tema de investigacion titulado: "PEPTIDO C
COMO INDICADOR DE RESERVA PANCREATICA EN LOS PACIENTES DIABETICOS
TIPO 2 DEL HOSPITAL DEL DIA EN ZAMORA”", de su autoria, y asi usted pueda continuar
con el proceso correspondiente de conformidad a los Art. 225, 226, 227, 228, 229 y 230 del
Reglamento de Régimen Académico de la Universidad Nacional de Loja.

Particular que me permito comunicar para fines legales correspondientes.

Atentamente,

Dra. Esp. Sandra Freire Cuesta,
DIRECTORA DE LA CARRERA DE
LABORATORIO CLINICO-FSH. UNL.

ia: Correo
Anexo: Aschivo Secretaria de & Camrera
Elaborado por:  Maria del C. Salazar L.
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Anexo 3 Aprobacion para ejecutar el trabajo de integracion curricular

Universidad Faculf
L{” Nacional dela?!
deLoja Hum:

Of. Nro. 2022-0138 {a}-DFSH-UNL
Loja, 09 de marzo de 2022

Seforita

Nikale Dayana Gordillo Gordillo

ESTUDIANTE DE LA CARRERA DE LABORATORIO CLINICO
Presente.-

De mi especial consideracian:

En atencidn a Of. No, 2022-0232-CLC-FSH-UNL, suscrito por la Dra, Sandra Freire Cuesta,
Directora de Iz Carrera de Laboratorio Clinico, en mi calidad de Autoridad Académica de
esta Facultad, en el marco del proyecto de tesis denominado: “PEPTIDO C COMO
INDICADOR DE RESERVA PANCREATICA EN LOS PACIENTES DIABETICOS TIPO 2 DEL
HOSPITAL DEL DIA EN ZAMORA™; autorizo el use del Centro de Diagnostico Médico, para
el procesamiento de muestras y andlisis conforme corresponda, bajo la supervision de la
Lcda. Marfa del Cisne Lojan Gonzalez,

De la misma manera, autonzo 2 la Lic. Diana Ramdn Montafio, Responsable del Centro de
Dragnostico Medico, brinde el apoyo requeride por la Srta. Gordillo Gordillo.

Aprovecho la oportunidad para reiterar mi sentimiento de consideracion y estima,

Atentamente,
EN LOS TESOROS DE LA SABIDURIA,
ESTA LA GLORIFICACION DE LAVIDA.

Dr. Amable Bermeo Flores, Mg. Sc.
DECANO FACULTAD DE LA SALUD HUMANA UNL

Ce: Carvera Laboratono Clinico, Lod, Diana Ramon Montafo, Archivo

ABF} Yadira Cérdows
ANALISTA DE DESPACHO DE AUTORIDAD ACADEMICA

Callo Manuct M
traa ef Hozpeal lsdro fyora - Lo
o757



Anexo 4 Permiso para ejecutar el trabajo de integracion curricular en el hospital del dia

Zamora, 02 de marzo del 2022

Dr. Galo Vivanco
gIRECTOR MEDICO DEL CCQAHD ZAMORA
iudad -

De mis consideraciones.
Reciba un cordial saludo a Ia vez deseandole éxitos en sus labores cotidianas.

Yo Nikole Dayana Gordillo Gordillo, cédula 1950165371, estudiante de la Universidad
Nacional de Loja, de la Carrera de Laboratorio Clinico, en vista de que esloy en la
realizacion de mi proyecio de tesis “PEPTIDO C COMO INDICADOR DE RESERVA
PANCREATICA EN LOS PACIENTES DIABETICOS TIPO 2 DEL HOSPITAL DEL DIiA EN
ZAMORA’, por medio de la presente me dirijo a usted solicitando de la manera mas
comedida autorice al correspondiente, se me permita ejecutar mi proyecto delesisy, asu
vez, poder hacer uso del drea del laboralorio de la entidad para la toma de muestras
requeridas.

Agradeciéndole de ante mano su atencion prestada, me suscribo de usted con
sentimiento de consideracion y estima personal.

_ o, e

Atentamente.

Srta. Nikole Dayana Gordillo Gordilio
ESTUDIANTE DE LA CARRERA DE LABORATORIO CLINICO
DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
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Anexo 5 Certificacion de Traduccion

Certificacion de Traduccion

Yo Raymond Dpol Toledo Saetama, licenciado en Ciencias de la Educacién Mencién Inglés,
registro Nro. 1031-2021-2284613 certifico:

Que el resumen del trabajo de integracién curricular titulado: “Péptido C como indicador de
reserva pancredtica en los pacientes diabéticos tipo del hospital del dia en Zamora ” de
autoria de Nikole Dayana Gordillo Gordillo, con cédula de ciudadania 1950165371, es fiel
traduccion al idioma inglés a mi saber y entender.

Lo certifico en honor a la verdad pudiendo el interesado hacer uso de este documento como
estime conveniente.

/

Lcdo. Raymond Toledo Saetama
Cdla: 1900772847
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Anexo 6 Consentimiento informado

Titulo del estudio: “Determinacion del péptido C como indicador de reserva pancreética en

los pacientes diabéticos tipo 2 que acuden al hospital del dia en Zamora”
Investigador: Nikole Dayana Gordillo Gordillo.

Datos del paciente:

- Numero de cédula:

- Direccioén:

- Ndmero telefonico:
Para la ejecucion del proyecto, se necesita la recoleccion de muestras de sangre de los
pacientes diabéticos tipo 2 que asisten a consulta en el hospital del dia de la cuidad de

Zamora, y que en adelante se denominaran pacientes.

La investigadora tomara y procesara las muestras para su posterior andlisis. El andlisis de
las muestras se llevara a cabo en el laboratorio de Bioquimica de la Universidad Nacional

de Loja.

Considerando que la muestra de sangre sera recolectada mediante venopuncidn, el paciente
podra sentir un ligero dolor al momento de puncion en el sito, después que se extrae la sangre,

siendo este procedimiento de muy bajo riesgo para el paciente.

Toda la informacion recolectada se recopilara y procesara con estricta confidencialidad para

asegurar la privacidad de los pacientes participantes.

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA OBTENCION DE
MUESTRA

Siendo mayor de edad, en pleno uso de mis facultades mentales y sin presion, coaccion ni
violencia alguna; en pleno conocimiento de la naturaleza, forma, inconvenientes y riesgos
relacionados con el estudio indicado, declaro mediante la presente que, he facilitado la
informacion completa hasta mi conocimiento sobre mi estado de salud, que he sido
informado de manera clara y sencilla por parte del grupo de investigadores, de todos los

aspectos relacionados, estoy de acuerdo con el procedimiento que se me ha propuesto, que
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estd claro, que mi participacion en dicho proyecto consiste en entregar una muestra de
sangrepara que sea procesada y que dicha muestra no sera empleada para otros fines sin mi

consentimiento.

Declaro que he sido informado de las ventajas e inconvenientes de mi participacion en el
proyecto. Que he escuchado, leido y comprendido toda la informacién recibida y se me da
dado la oportunidad de preguntar lo que he necesitado sobre el proyecto. Que se me ha
garantizado la total confidencialidad relacionada a mi identidad como a cualquier

informacion a mi persona, a la que tengan acceso para el desarrollo de este proyecto.

Que bajo ningun concepto podre restringir el uso académico de los resultados obtenidos en
el presente estudio.

Que bajo ningun aspecto se me ha ofrecido ni pretendo recibir ningun beneficio de tipo
econémico producto de los hallazgos que puedan producirse en el referido proyecto de

investigacion.

Que puedo retirarme del proyecto en caso de considerar que el mismo ya no es de mi interés

0 conveniencia.

Nombre, firmay céd. del paciente Nombre, firmay céd. del testigo

48



NEGATIVA DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO

Fecha:

Siendo mayor de edad, en pleno uso de mis facultades mentales y sin presion, coaccion ni
violencia alguna; NO autorizo y me niego a que se me realice el procedimiento propuesto,

responsabilidades futuras de cualquier indole al servicio de salud y a la intervencion sugerida.

Nombre, firma y céd. del paciente Nombre, firma y céd. del testigo
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Anexo 6 Encuesta

Instrucciones:

Estimados encuestados, la presente investigacion necesita de su colaboracion con respecto al
tema “Determinacion del péptido C como indicador de reserva pancreatica en los pacientes
diabéticos tipo 2 que acuden al hospital del dia en Zamora”. Agradecemos anticipadamente
su participacion respondiendo con un aspa (x) la respuesta que considere correcta. La
informacion es confidencial.

Edad: Sexo:

¢Hace qué tiempo le diagnosticaron con diabetes mellitus?
() Menos de 5 afios

() Entre 5y 10 afios

() Entre 11y 15 afios
() Entre 16 y 20 afios
() Entre 21y 25 afios
() Entre 26 y 30 afios
¢ Toma antidiabéticos orales para controlar el nivel de azicar en sangre?
( sl ( )NO

¢ Se administra antidiabéticos orales e insulina para disminuir la glucosa en sangre?
( )slI ( )NO

¢ Se administra solo insulina para disminuir la glucosa en sangre?
( )sSl ( )NO

Cdmo valora usted el cuidado y control de su enfermedad en cuanto a:

Alimentacion: () EXCELENTE ( )BUENA ( )REGULAR ( )MALA
Medicacion: ( )EXCELENTE ( )BUENA ( )REGULAR ( )MALA
Estilodevida: () EXCELENTE ( )BUENA ( )REGULAR ( )MALA

Firma del encuestado
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Anexo 7 Preparacion del paciente para la toma de muestra

La determinacion se realiza a partir de una muestra de sangre venosa, para ello sera

necesario seguir las siguientes indicaciones previas:

e No consumir ningn alimento 10 — 12 horas antes del examen.
e Descansar al menos 8 horas previo al examen.

e No realizar ejercicios vigorosos 1 dia antes del examen (Chassenet, 2017).
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Anexo 8 Toma de muestra de sangre periférica

Materiales:

Agujas estériles (calibre 20 a 21G). Etiquetas de identificacion

Torunda impregnada de alcohol. e Guantes desechables.
Campana vacutainer. e Contenedor para el material
Torniquete punzante

Tubos adecuados para la muestra
de sangre, tapa roja
Procedimiento:

Identificar plenamente al paciente teniendo en cuenta el nombre y su identificacion.
Preparar el equipo necesario.

Ubicar al paciente en una posicion comoda y que también lo sea para el operador.
Seleccionar la vena que se va a puncionar, teniendo en cuenta el flujo venoso, con el
dedo indice, se palpa el brazo hasta encontrar la mejor vena, si no se siente una vena
se puede buscar en el otro brazo.

Lavarse las manos y colocarse guantes estériles.

Revisar el area a puncionar, la que debe estar libre de suciedad, grasa o materia
organica.

Aplicar una solucién antiséptica alcohol al 70% en forma circular desde el sitio donde
va a puncionar hacia afuera en un diametro de 5 cm. Dejar secar la solucion

Colocar un torniquete en la parte superior del sitio de puncion a mas 0 menos unos 6

a 10cm

Estabilizar la vena colocando el dedo pulgar de la mano no dominante
aproximadamente de 4cm del sitio de puncion y jalar la piel para tensarla y evitar que
la vena se mueva. Insertar la aguja con el bisel hacia arriba, en un movimiento lento
y suave con una angulacion aproximada de 15 a 30 grados. No se requiere empujar
mucho la vena ya que se puede atravesar. Es conveniente mantener la aguja alineada

con la vena.
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10.

11.

12.

13.
14.
15.
16.

Canalizada la vena. Con el sistema vacutainer, se debe fijar la aguja en la vena,
sostener de manera firme el dispositivo base y se deberd empujar Gnicamente el tubo
sobre el capuchdn para que se active el vacio y salga la sangre. El tubo se llenara
hasta aproximadamente ¥ de su volumen (hasta que el mismo vacio del tubo se lo
permita).

Retirar el torniquete antes de extraer la aguja, de preferencia en cuanto se empiece a
llenar los tubos, es importante no mantener el torniquete por un tiempo prolongado
ya que esto pudiera afectar en alguno de los resultados.

En cuanto se retira la aguja se debe colocar una torunda seca o ligeramente
humedecida con alcohol sobre el sitio de puncién aplicando una presion firme, esto
ayudara a disminuir el riesgo de formacién de hematoma.

Colocar cinta adhesiva en la piel o curita redonda sobre el sitio de puncion.
Descartar la aguja en el recipiente de objetos punzocortantes.

Colocar los tubos en un lugar firme, no homogenizar la muestra.

Retirar los guantes, y lavarse las manos (Marquez, 2015).
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Anexo 9 Transporte y almacenamiento de las muestras

Para el transporte y almacenamiento de los especimenes bioldgicos es importante recordar

los factores que deben de tomarse en cuenta para su Optimo manejo y garantia de la estabilidad de

la muestra son:

e Tiempo y temperatura de J
conservacion.

e EXxposicion a la luz. o
e Metabolismo de las células presentes. o
e Procesos osmaticos. o

Interferencias alimenticias y
medicamentosas.

Anticoagulantes idoneos en su caso.
Aplicacion de fuerza centrifuga.

Almacenamiento y Transporte

Para transportar las muestras, se deben regir a la normativa vigente aprobada por la OMS,

en este sentido, un embalaje adecuado se considera fundamental para prevenir accidentes en el

transporte de muestras bioldgicas.

Se ocupa transportar las muestras de laboratorio en un cooler con un material absorbente

que evite el derrame de las muestras bioldgicas en caso de rotura durante su transporte. Se

adicionaron bolsas de gelatina congelada para no romper la cadena de frio y salvaguardar la

integridad de las muestras.

Enviar antes de 4h a temperatura ambiente 20-25 °C. Cuando no es posible se puede

refrigerar a 2-8 ° C, sin superar los 5 dias. Si el espécimen no puede ser ensayado dentro de ese

tiempo, la muestra puede ser preservada a temperatura -20°C hasta por 30 dias. Evitar el congelar

y descongelar (Monobind Inc, 2020).
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Anexo 10 Determinacion del péptido c basal

METODO. - es un inmunoensayo enzimatico. ELISA SANDWICH

La determinacidn in vitro de los niveles de Péptido C ayuda al diagndstico diferencial de
enfermedades del higado, acromegalia, sindrome de Cushing, intolerancia a la glucosa,
insulinoma, fallas renales, ingestion accidental de drogas hipoglicémicas o hipoglucemia inducida
por insulina. Tanto la insulina como el Péptido C son producidas por fallas enzimaticas de
proinsulina. EI Péptido C esta exento de cualquier actividad bioldgica, pero parece ser necesario
para mantener la integridad estructural de la insulina. Aunque la insulina y el Péptido C son
segregados en circulacién en concentraciones equimolares, los niveles de Péptido C en ayunas son
5-10 veces mas altos que los de insulina debido a la mayor vida media del Péptido C. Aunque el
higado no extrae el Péptido C, este es removido de la circulacién mediante la degradacion en los

rifiones con una fraccidon no cambiante en la orina.
PRINCIPIO. -

En este procedimiento, la inmovilizacion toma lugar durante el anélisis en la superficie de
una microplaca pozo a través de la interaccion de estreptavidina revestida en los pozos y con el
anticuerpo de insulina monoclonal marcado con biotina agregado exdgenamente. Después de la
mezcla del anticuerpo monoclonal marcado con biotina, el anticuerpo enzimatico y un suero que
contiene antigeno nativo, la reaccion resulta entre el antigeno nativo y los anticuerpos, formando

un complejo en sandwich soluble. La interaccion es ilustrada por la siguiente ecuacion:

K
n —_N\ Enz in
. ACy) e E ACyy - Ag - e AcCyuy

-

Enz ACN,"' Ag +
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BtnACw) = anticuerpo monoclonal marcado con biotina

Ag = antigeno nativo

EnzAC v = anticuerpo monoclonal marcado con una enzima
EzACv) - Ag - B"ACm) = complejo Antigeno — Anticuerpo

k a= Tasa Constante de Asociacion
k _a = Tasa Constante de Disociacion

Simultdneamente, el complejo es depositado en los pozos a través de la mayor reaccion de

afinidad de la estreptavidina y el anticuerpo marcado con biotina. Esta reaccion es ilustrada a

continuacion:

=“Acyar-Ag-""Acpy+ Estreptavidina, ,, = Complejo inmovilizado

Estreptavidina cw = Estreptavidina inmovilizada en los pozos
Complejo Inmovilizado = Complejo en sdndwich unido a la superficie solida.

Luego de tiempo suficiente para la reaccion, la fraccion enlace de anticuerpo es separada

del anfigeno sin enlace mediante decantacion o aspiracion. La actividad de la enzimaen la fraccion

con enlace de anticuerpo es inversamente proporcional a la concentracion nativa del antigeno.

MATERIAL REQUERIDO, PERO NO INCLUIDO. -

1. Pipetas capaces de distribuir 50ul y 100ul con una precision superior al 1.5%.
2. Lavador de microplaca o una botella de lavado (opcional).
3. Papel absorbente para borrar los pozos de la microplaca.
4. Cronémetro
5. Contenedor de almacenaje para almacenar el buffer de lavado
6. Agua destilada o desionizada.
7. Materiales de control de calidad
EQUIPOS. -

Centrifuga
Lector de ELISA, lector de microplaca con capacidad de absorbancia de longitud de onda
de 450nm a 620nm.
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MUESTRAS. -

Las muestras deben ser sangre, suero 'y se deben seguir las precauciones para la recoleccion
de muestras de sangre por puncion venosa. Se debe obtener para la comparacion exacta y establecer

los valores normales, una muestra de suero en ayunas.

La sangre sera recogida en un tubo de puncién venosa con linea roja superior sin aditivos
0 anticoagulantes (para suero) o con tubos al vacio con contenido de EDTA o heparina. Permitir
que la sangre coagule para muestras de suero. Centrifugar el espécimen para separar el suero de

las células.

Las muestras pueden ser refrigeradas a 2-8°C por un periodo maximo de 5 dias. Si el
espécimen no puede ser ensayado dentro de este tiempo, la muestra puede ser almacenada a
temperatura de -20°C por hasta 30 dias. Evitar el congelar y descongelar. Cuando se analicen en

duplicado, se requieren de 0.100 ml del espécimen.
REACTIVOS. -

A. Calibradores COMBICAL® de Péptido C - 2.0ml/vial. - Seis viales de referencias
para los Antigenos de Péptido C a niveles de 0 (A), 0.2 (B), 1.0 (C), 2.0 (D), 5.0 (E), y 10.0 (F)
ng/ml de Péptido C. Reconstituir cada vial con 2ml destilada o desionizada. Los calibradores
reconstituidos son estables por siete dias a 2- 8°C. Para almacenar durante un periodo mas largo
divida en alicuotas los calibradores reconstituidos en crio viales y almacene a -20°C. NO
CONGELE-DESCONGELE MAS DE UNA VEZ. Un preservante ha sido adicionado.

B. Reactivo de Enzima Péptido C — 13.0ml/vial. - Un vial que contiene anticuerpo
purificado monoclonal de ratdén con afinidad a la enzima marcada, 1gG de ratobn monoclonal

marcado con biotina en buffer, tinte y preservante. Almacenar de 2-8°C.

C. Placa de revestimiento de estreptavidina- 96 pozos. - Una microplaca de 96 pozos
revestida con estreptavidina y empaquetada en una bolsa de aluminio con un agente de secado.
Almacenar a 2-8°C.

D. Solucion Concentrada de Lavado - 20 ml/vial. - Un vial que contiene un detergente
en tampon salino. Un preservante ha sido adicionado. Almacenar a 2-8°C.
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E. Sustrato A — 7.0 ml/vial. - Un vial que contiene tetrametilbenzidina (TMB) en buffer.

Almacenar de 2-8°C.

F. Sustrato B — 7.0 ml/vial. - Un vial que contiene peroxido de hidrégeno (H202) en

buffer. Almacenar de 2-8°C.

G. Solucidn de parada — 8.0 ml/vial. - Un vial que contiene un &cido fuerte (HCI 1N).

Almacenar de 2-8°C.

PREPARACION DE REACTIVOS. -

Buffer para Lavado. - Diluir los contenidos de la solucion de Lavado a 1000 ml con agua
destilada o desionizada en un contenedor de almacenaje adecuado. Almacenar a

temperatura ambiente de 2-30°C hasta por 60 dias.

Soluciéon de Substrato activo. - Vierta los contenidos de los viales de solucidon marcada
con “A” en los viales de solucion marcada con “B”. Ubique la cubierta amarilla en los

viales para una facil identificacion. Mezclar y marcar respectivamente. Almacenar a 2-8°C.

PROCEDIMIENTO DE EVALUACION. -

Antes de proceder con el analisis lleve todos los reactivos, los sueros de referencia

calibradores y los controles a temperatura ambiente (20-27°C).

1.

Marcar los pozos de la microplaca para cada calibrador, muestras de control y de paciente
para que sean ensayadas en duplicado.

Pipetear 50ul del suero de referencia apropiado, control o especimen dentro de los pozos
asignada.

Adicionar 100ul de Reactivo Enzimético de Péptido C a cada pozo. Es muy importante
dispensar todos los reactivos cercanos al fondo de la micropozo.

Revolver la microplaca ligeramente por 20-30 segundos para mezclar.

Incubar 120 minutos a temperatura ambiente (20-27°C).

Descartar los contenidos de la microplaca por decantacion o aspiracion. Si se realiza
decantacion, golpee y seque la placa con papel absorbente.

Adicionar 300ul de buffer de lavado, decantar. Repetir dos veces adicionales para un total

de tres lavados
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8. Adicionar 100ul de solucion sustrato activo a todos los pozos. NO AGITAR LA
MICROPLACA DESPUES DE LA ADICION DEL SUSTRATO

9. Incubar a temperatura ambiente por quince (15) minutos.

10.  Adicionar 50ul de solucidon parada a cada pozo y mezclar ligeramente por 15-20 segundos.

11. Leer la absorbancia en cada pozo a 450nmn en un lector de microplacas. Los resultados
deben ser leidos entre los treinta minutos después de haber adicionado la solucion de
parada.

VALORES ESPERADOS. -

Los valores de Péptido C son consistentemente més altos en el plasma que en suero, de
este modo se prefiere trabajar con suero. Comparado con los valores continuos en individuos
obesos no diabéticos, los niveles de Péptido C son mayores en los sujetos obesos no diabéticos y
menores en atletas entrenados. En base a los datos clinicos recogidos por Monobind en
concordancia con los documentos publicados se han asignado los siguientes rangos. Estos rangos

deben usarse Unicamente como guia.

Valor normal en Adulto de péptido C: 0.7 — 1.9ng/ml (Monobind Inc, 2020).
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Anexo 11 Instrumento de recoleccion de datos

TABLA DE RECOLECCION DE DATOS PARA TRABAJO DE INTEGRACION
CURRICULAR

Tema: “Determinacion del péptido C como indicador de reserva pancreatica en los
pacientes diabéticos tipo 2 que acuden al hospital del dia en Zamora”

Nombre: Nikole Dayana Gordillo Gordillo.

Cod. de Edad Género Péptido C
muestra
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Anexo 11 Evidencia fotografica

Figura 1. Toma de muestra en el Laboratorio Clinico del Hospital del dia, Zamora
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Figura 3 Transporte de las muestras de la ciudad de Zamora a la ciudad de Loja, al Centro de

Diagnostico Médico de la Facultad de la Salud Humana de la Universidad Nacional de Loja

Figura 4 Procesamiento de muestras en el Centro de Diagnostico Médico de la Facultad de la
Salud Humana de la Universidad Nacional de Loja

65



66



