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IIl. RESUMEN

En el mundo, las personas estan enfrentandose a un cambio en el estilo de
vida, donde un factor importante es la nutricion. La transicion nutricional involucra
cambios en la dieta, un aspecto adverso repercute en el estado de salud, por la
integracion en la alimentacion de productos con mayor contenido de grasa y
azucar afiadida. Se ha relacionado que este cambio del estilo de vida, esta
involucrado con la aparicion mas frecuente de diversas patologias como la
hipertension, obesidad y diabetes. La diabetes tiene un alto impacto en la
dinamica del individuo que la padece, y se puede presentar durante el embarazo.
Este tipo de diabetes como la gestacional, puede repercutir tanto en la salud de la
madre como la del producto.

El concepto de la “programacion del desarrollo” describe como la vida intrauterina
y neonatal genera cambios fisiolégicos permanentes. En la diabetes gestacional el
ambiente suboptimo intrauterino y durante la lactancia modifica el crecimiento,
predisponiendo al individuo a la aparicion de enfermedades en la vida adulta. Si no
se controlan adecuadamente los cambios en el metabolismo de la madre durante
el embarazo, pueden incrementar las afecciones en el desarrollo del feto,
pudiendo observarse macrosomia al nacimiento o el desarrollo de sindrome
metabdlico en su vida adulta.

En el presente trabajo, se implementé un modelo de diabetes gestacional en ratas
para evidenciar los cambios transgeneracionales. La afeccion fue severa al no
controlar la hiperglucemia en la madre; como resultado se observd en las crias
una disminucién significativa de peso, debido al ambiente suboptimo intrauterino.
Una vez que se destetaron a las crias, se les valoré el perfil de lipidos y los niveles
de glucemia. Las crias de madres diabéticas tuvieron una concentracion elevada
de lipoproteinas de baja densidad y niveles elevados de colesterol, cuestiones que
se han asociado al desarrollo de complicaciones de la presion arterial y desarrollo
de sindrome metabdlico. Por lo que concluimos que el ambiente intrauterino
suboptimo que se produce durante la diabetes gestacional modifica el

metabolismo de las crias lo que repercute en su estado de salud.

Palabras clave: diabetes mellitus gestacional, lipidos, cambio transgeneracional, sindrome
metabdlico.
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lll. ABSTRACT

Around the world, lifestyle, where an important factor is nutrition. The nutrition
transition involves changes in diet, hard aspect affects the health, the integration in
food products with higher fat and added sugar. It has been linked to the change in
lifestyle, is involved with the development of various diseases such as
hypertension, obesity and diabetes. Diabetes has a high impact on the dynamics of
individual suffering, and can occur during pregnancy. Such as gestational diabetes,
can affect the health of both the mother and the fetus.
The concept of "development programming" describes how the intrauterine and
neonatal generates physiological changes permanent. In gestational diabetes
suboptimal intrauterine environment and during lactation modifies the growth,
predisposing to the onset of disease in adult life. If not properly controlled changes
in the metabolism of the mother during pregnancy, may increase the conditions in
the developing fetus, can microsomia observed at birth or the development of
metabolic syndrome in adulthood.

In this paper, we implemented a model of gestational diabetes in rats to
demonstrate the changes transgeracionales. The condition was severe by not
controlling hyperglycemia in the mother results in pups was observed a significant
decrease in weight due to suboptimal intrauterine environment. Once weaned
calves, they evaluated the lipid profile and blood glucose levels. The offspring of
diabetic mothers had a high concentration of low-density lipoprotein cholesterol
and elevated levels, issues that have been associated with the development of
complications of blood pressure and metabolic syndrome development. So we
conclude that suboptimal intrauterine environment that occurs during gestational

diabetes modifies the metabolism of offspring which affects their health.

Keywords: Gestational diabetes mellitus, lipids, transgenerational changes,

metabolic syndrome.
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IV. INTRODUCCION

Actualmente se sabe gracias a la epidemiologia clinica y a los estudios de
experimentacion con animales que el fenotipo de un individuo no esta determinado
exclusivamente por sus genes, existe ademas una fuerte influencia ambiental,
teniendo mayor impacto en etapas tempranas del desarrollo. El ambiente
suboptimo intrauterino y durante la lactancia modifica el crecimiento y predispone
al individuo al desarrollo de enfermedades en la vida adulta. El concepto de la
“programacion del desarrollo” describe como la vida intrauterina y neonatal genera

cambios fisioldgicos permanentes (Nijland, et al., 2008).

Una de las caracteristicas mas interesantes y significativas de la programacion del
desarrollo, es la evidencia generada en diversos estudios donde se muestra que
las consecuencias adversas del ambiente intrauterino inadecuado pueden pasar a
través de las generaciones, por mecanismos que no involucran cambios
genéticos, sino la expresion alterada de los genes (Skinner, 2007). El paso
transgeracional puede definirse como la habilidad de adquirir un fenotipo
fisiologico o enfermedad y que esta condicion sea transmitida a las siguientes
generaciones, las cuales no fueron expuestas directamente al ambiente negativo

y, sin embargo, son afectadas (Skinner, 2008).

Se han descrito alteraciones persistentes en las crias cuando fueron expuestas a
un ambiente subdptimo. Estos cambios pueden involucrar modificaciones en la
funcién celular y probablemente en la expresion de los genes. El ambiente tanto
fetal como neonatal es responsable de las modificaciones epigenéticas que
impactan el crecimiento e inducen cambios metabdlicos observados desde la
nifiez (Skinner, 2008).

El ambiente subdptimo durante el embarazo y/o la lactancia que puede generar la

mala programacion del individuo y puede tener diferentes origenes. Entre ellos la

malnutricibn materna o la diabetes gestacional, esta ultima, puede producir un

p.Q.F.B. Nayelli Delgado Arellano
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incremento en el transporte placentario de glucosa y otros nutrientes de la madre

al feto, generando estrés en el desarrollo de la progenie (Aerts y Assche, 2006).

V. ANTECEDENTES

De acuerdo con la Federacion Internacional de Diabetes, en el afio 2007 se
reportaron 230 millones de personas con DM en el mundo, con una prevalencia
del 4% en paises desarrollados (92 millones) y del 3.3% en paises en desarrollo
(76 millones). Se estima que para el afio 2025 esta cifra incrementara
significativamente a 350 millones de personas con DM en el mundo, de las cuales
280 millones corresponden a los paises en desarrollo. Actualmente, México ocupa
el noveno lugar mundial en la prevalencia de la diabetes, sin embargo, las
proyecciones del futuro calculadas por especialistas internacionales proponen que

para el afio 2025 la situacion empeorara y nuestro pais ocupara el séptimo lugar.

La prevalencia de diabetes gestacional (DG) a nivel mundial se ha estimado en
7% (Setji, 2005). En México, dependiendo de la prueba, los criterios diagndésticos
utilizados y de la poblacion estudiada, la prevalencia se ha reportado entre el 3% y
el 19.6%. En estudios de seguimiento se ha demostrado que 70% de las pacientes
repiten el trastorno en el siguiente embarazo, en tanto que de 30 a 50% desarrolla
diabetes tipo 2 en los 10 afos posteriores al alumbramiento (Duarte, 2004;
Forsbach-Sanchez et al., 1997; Ramirez, 2005).

La prevalencia creciente de diabetes, que se diagnostica en mujeres a edad cada
vez mas temprana, aumenta las complicaciones durante el embarazo y se asocia
a la aparicion de DG (Magee et al., 2003). El diagndstico de DG se caracteriza por
la intolerancia a los carbohidratos con diversos grados de severidad. Los cambios
fisiologicos que impone el embarazo, dificultan su control, ademas estan
asociados con la morbilidad y mortalidad perinatal (Kim, 2002). La evidencia
clinica y cientifica sugiere que el estilo de vida de la madre puede tener efectos a

largo plazo en su descendencia. Por ejemplo, fumar, el consumo de alcohol y la

p.Q.F.B. Nayelli Delgado Arellano
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presencia de entidades patologicas como la diabetes e hipertension durante el
embarazo, todas las anteriores pueden afectar el desarrollo fetal y estas
alteraciones pueden contribuir a patologias en el adulto (Diabalea et al., 2000).

El embarazo produce resistencia a la insulina transitoria, que se manifiesta
como la glucemia postprandial elevada, hiperlipidemia en forma de aumento de los
triglicéridos, particulas de LDL, y los acidos grasos libres y cetosis acelerada
(Vorzimer et al., 1937). La Diabetes gestacional aparece, sobre todo, en mujeres
con factores de riesgo facilmente identificables, quienes por los cambios propios
de su embarazo elevan la resistencia a la insulina y sus cifras de glucosa, y en el
metabolismo de lipidos, lo que repercute en el desarrollo de su feto. La diabetes
pregestacional o preexistente se refiere a pacientes conocidas con diabetes tipo 1
0 2 que se embarazan (Guia de Practica Clinica, Diagnoéstico y Tratamiento de la
Diabetes en el Embarazo, 2009; Metzger, 2007).

La exposicion del feto a las concentraciones elevadas de glucosa plasmatica de la
madre, durante el segundo y tercer trimestres, resulta en crecimiento fetal
excesivo (Garcia, 2008), hipoglucemia, ictericia, hipocalcemia, policitemia y
enfermedad por deficiencia de surfactante pulmonar en el neonato vy
posteriormente, obesidad y diabetes en nifios y adultos (Pettit, 1998, Silverman,
1998). También se ha descrito que la diabetes gestacional esta asociada con
incremento del riesgo a desarrollar malformaciones congénitas (especialmente a
nivel de sistema nervioso central, hepatico, cardiovascular, renal y musculo-
esqueléticas) y el aborto espontaneo (Kitzmiller, 1991), quizas la insulina, que
actia como una hormona del crecimiento, esté involucrada en estos trastornos
(Steinke y Driscoll, 1965).

La probabilidad de malformaciones y aborto, tiene una relacion lineal con la

concentracion de glucosa plasmatica de la madre, expresada en la concentracion

de hemoglobina glucosilada (HbAlc) (DDCT, 1996) y este riesgo excesivo, se
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puede reducir, cuando la madre mantiene un excelente control glucémico en el

primer trimestre del embarazo (Mills, 1998).

En la patogénesis de la diabetes gestacional, la glucosa materna cruza la
barrera placentaria por difusion e induce hiperglicemia fetal que estimula al
pancreas del feto a incrementar los niveles plasmaticos de insulina (Naeye, 1965).
Ademas, el incremento en la insulina fetal es causado por la hiperglicemia materna
y el feto produce insulina para su propia reserva y para la glucemia de la madre
(Naeye, 1965). Algunas observaciones recientes también han sefialado que los
productos de tales embarazos tienen mayor riesgo de obesidad, diabetes y
enfermedad cardiovascular (Cheung y Byth, 2003). Sin embargo, en los productos
se sabe poco sobre las alteraciones en el metabolismo de carbohidratos y en el
metabolismo lipidico inducidos por el estado hiperglicémico gestacional; sobre la
presencia de estas alteraciones y la dependencia del tiempo (tanto en el desarrollo

en edad temprana como en la adultez).

IV.1. Diabetes mellitus

El término diabetes mellitus (DM) engloba una serie de enfermedades
caracterizadas por un déficit absoluto o relativo de insulina, resultante de defectos
en la secrecion y/o accion de la hormona. La manifestacion bioquimica mas
conocida de la diabetes es la hiperglucemia, ademas de las anomalias en el
metabolismo de los hidratos de carbono, se altera también el metabolismo de
lipidos y proteinas. (Islas-Andrade S, Diabetes mellitus: Concepto y nueva

clasificacion., 2004)

IV.1.1. Clasificacién
El Comité de Expertos de la Asociacion Americana de Diabetes (ADA) y la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) han propuesto una nueva clasificacion

que contempla 4 grupos:

p.Q.F.B. Nayelli Delgado Arellano
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a) Diabetes mellitus tipo 1

b) Diabetes mellitus tipo 2

C) Otros tipos especificos de diabetes
d) Diabetes mellitus gestacional

IV.1.1.1. Diabetes mellitus tipo 1 (Destruccion de células B y posterior deficiencia
absoluta de insulina).

Esta forma de diabetes, representa sélo 5-10% de los pacientes con
diabetes, conocida como diabetes tipo 1 o diabetes juvenil, que involucra la
destruccion de las células B-pancreéticas debido a alteraciones inmunolégicas o
por causas idiopaticas, en esta forma de diabetes, la tasa de destruccion de las
células 3 es muy variable, siendo rapida en algunos individuos (principalmente los
lactantes y los nifios) y lenta en otros (principalmente los adultos). Algunos
pacientes, especialmente los nifios y los adolescentes, pueden presentar
cetoacidosis como primera manifestacion de la enfermedad. Otros tienen
hiperglucemia moderada en ayunas que puede virar con rapidez a la
hiperglucemia grave y/o la cetoacidosis, en presencia de infeccion u otras
intercurrencias. Y otros, especialmente los adultos, pueden retener una funcion
residual de las células B suficiente, lo que permite prevenir la cetoacidosis durante
muchos afios; estas personas finalmente se convierten en dependientes de
insulina y estan en riesgo de cetoacidosis. En esta Ultima etapa de la enfermedad,
la secrecion de insulina es escasa o nula y se manifiesta por niveles bajos o

indetectables del péptido C en el plasma.

La diabetes mediada por inmunidad suele ocurrir en la nifiez y la adolescencia
pero puede ocurrir a cualquier edad, incluso en la octava o novena décadas de la
vida. La destrucciéon autoinmune de las células B tiene multiples predisposiciones
genéticas y también esta relacionada con factores ambientales poco definidos.
Aunque rara vez los pacientes son obesos, cuando la obesidad esta presente no
contradice el diagndstico de diabetes. Estos pacientes también son propensos a

otros trastornos autoinmunes, como la enfermedad de Graves, la tiroiditis de

p.Q.F.B. Nayelli Delgado Arellano
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Hashimoto, la enfermedad de Addison, el vitiligo, la enfermedad celiaca, la
hepatitis autoinmune, la miastenia grave y la anemia perniciosa (ADA, 2012; Kido,
2001).

La diabetes idiopatica. Algunas formas de esta diabetes tipo 1 no tienen
causas conocidas. Algunos de estos pacientes tienen permanente insulinopenia y
son propensos a la cetoacidosis, pero que no tienen evidencia de autoinmunidad.
Las personas con esta forma de diabetes sufren de cetoacidosis episddica y la
exhibicion de diferentes grados de deficiencia de insulina entre los episodios. Esta
diabetes es de forma fuertemente hereditaria, carece de pruebas inmunolégicas y

la genera la autoinmunidad a células 8 (ADA 2012).

IV.1.1.2. Diabetes mellitus tipo 2. Desde resistencia a la insulina predominante

con deficiencia relativa hasta un defecto secretor de la insulina con resistencia.

Esta forma de DM representa el 90% al 95% de la poblacion diabética y
abarca a los sujetos que presentan resistencia a la insulina acompafada por
deficiencia relativa. Los pacientes no requieren de insulina en las primeras etapas
de la enfermedad y no se observan lesiones autoinmunes en el pancreas. La
mayoria de los casos presentan disposicion adiposa central u obesidad, y la
obesidad en si misma provoca cierto grado de resistencia a la insulina. La
cetoacidosis raramente aparece de forma espontanea; su presencia se asocia con
el estrés o con otra enfermedad. Debido a que esta forma de DM cursa sin
diagnéstico por varios afos, los individuos estan en riesgo de presentar

complicaciones tanto macrovasculares como microvasculares.

La secrecion de insulina es defectuosa y no alcanza a compensar la resistencia a
la insulina. La resistencia a la insulina se puede mejorar con la reduccién de peso
y/o con el tratamiento farmacoldgico de la hiperglucemia, pero rara vez se restaura

a la normalidad. El riesgo de presentar este tipo de DM aumenta con el

p.Q.F.B. Nayelli Delgado Arellano
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envejecimiento, la obesidad y el sedentarismo. Se presenta con mayor frecuencia
en las mujeres con diabetes mellitus gestacional y en individuos con hipertensién
o dislipidemia y la frecuencia varia en los diferentes subgrupos raciales o étnicos.

A menudo se asocia con una fuerte predisposicion genética (ADA, 2012).

IV.1.1.3. Otros tipos especificos de diabetes

Aqui se incluyen los tipos de diabetes que generalmente son secundarios a
otras alteraciones patologicas, por ejemplo pancreatopatia fibrocalculosa,
samatostatinoma, etc. y entre las que se encuentran las formas de diabetes
asociadas con defectos monogenéticos en la funcion de las células B, estas
formas de diabetes son frecuentemente caracterizadas por un inicio

hiperglucémico a edad temprana (generalmente antes de 25 afios).

Otro subtipo incluye las causas inusuales donde las anormalidades metabdlicas se
asocian con mutaciones en el gen que codifica para el receptor de la insulina.
Algunos procesos patoldgicos afectan el pancreas exdgeno, llegando a ocasionar
diabetes mellitus, entre los que se encuentran la pancreatitis, trauma infeccion,
pancreatectomia y carcinoma pancreatico. Las endocrinopatias se refieren a un
exceso en las concentraciones de las hormonas que antagonizan el efecto de la

insulina.

Algunas infecciones por virus se han asociado con destruccién de las células f3,
entre estos se encuentra la rubéola congénita, coxsackievirus B, cytomegalovirus,
adenovirus e incluso virus de la parotiditis. En otra categoria se incluyen algunas
formas poco frecuentes, relacionadas con alteraciones inmunolégicas, como el
sindrome de Stiff-man, éste, es una alteracion autoinmune del sistema nervioso
central. Finalmente, se encuentran los sindromes genéticos que ocasionalmente
son asociados con diabetes, como el sindrome de Down, sindrome de Klinefelter,
sindrome de Turner, etc. (Expert Committee on the Diagnosis and Classification of
Diabetes, 2010).
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IV.1.1.4. Diabetes mellitus gestacional

Definida como cualquier grado de intolerancia a la glucosa con inicio o
primer reconocimiento durante el embarazo, se identifica durante la gestacion a
partir de las semana 24 a 28; en este grupo se incluyen, tanto las pacientes que
necesitan insulina para su control, como las que Unicamente requieren
modificaciones en la dieta, el tratamiento se prolonga aun después del embarazo.
Aunque la mayoria de los casos, persiste después del embarazo y no excluye la
posibilidad de que la intolerancia a la glucosa no reconocida puede haber
comenzado antes o concomitantemente con el embarazo. A medida que la
obesidad y diabetes han dado lugar a mas casos de diabetes tipo 2 en mujeres en
edad fértil, el ndmero de mujeres embarazadas con diabetes tipo 2 no
diagnosticada ha incrementado. Esta alteracién ocurre particularmente en el tercer
trimestre del embarazo, de tal forma que después de seis 0 mas semanas de su
conclusioén, las pacientes pueden ser reclasificadas, ya sea como diabéticas, con
tolerancia alterada a la glucosa o con alteracion de la glucosa en ayuno; aunque
en la mayoria de estos casos, la glucosa se regulariza hasta valores normales
(Expert Committee on the Diagnosis and Classification of Diabetes, 2010). En la
gran mayoria de los casos revierte en cuanto se presenta el parto. Es de
importancia sefalar que las mujeres que presentan diabetes gestacional tienen
mayor probabilidad (5-10%) de desarrollar DM tipo 2 comparado con las que no
sufren diabetes gestacional. Es importante destacar que si la DM gestacional se
presenta desde el inicio del embarazo, la posibilidad de que los productos
presenten malformaciones congénitas se incrementa, por lo que es recomendable
determinar el nivel de glucosa de manera rutinaria desde que se diagnostica el
embarazo (ADA, 2012).

IV.1.1.5. Modelos de diabetes gestacional

La diabetes gestacional moderada se induce mediante la infusion continua de
glucosa. Son ratas prefiadas sometidas (en donde la glicemia aumenta
aproximadamente 20%) (Van Assche FA, 2001), se incrementa el desarrollo de los

islotes fetales de las crias, lo que ocasiona mayor numero de células beta y por
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tanto produccion de insulina. Estas crias provenientes de madres con diabetes, a
pesar de tener la masa pancreatica normal, se vuelven intolerantes a la glucosa
cuando son adultas. Bajo condiciones normales, las crias de madres con diabetes
moderada son normoglicémicas (Holemans K A. L., Evidence for an insulin
resistance in the adult offspring of pregnant streptozotocin-diabetic rats, 1991); sin
embargo, al embarazarse las concentraciones de insulina en suero son menores y
como consecuencia la concentracion de glucosa se incrementa en comparacion

con las ratas control. (Holemans K V. B., 1993)

La diabetes gestacional severa se induce inyectando a ratas prefiadas
estreptozotocina a mayor concentracion en el dia 11 de embarazo, lo que
ocasiona hiperglicemia e hipoinsulinemia, sin cambios en el peso corporal. Los
fetos son expuestos a concentraciones extremadamente elevadas de glucosa lo
que genera desarrollo temprano de hiperinsulinemia y agotamiento de las células
beta. Ademas presentan hipoinsulinemia severa con muy bajo ingreso de glucosa
y por consiguiente nacen con peso bajo (aproximadamente 20% menos que los
controles). (Holemans K A. L., Absence of pregnancyinduced alterations in tissue

insulin sensitivity in the offspring, 1993)

En ambos casos se produce progenie que desarrolla diabetes gestacional
moderada y, por consecuencia, la progenie de estas crias seran
hiperinsulinémicas y macrosémicas; han demostrado que la transmisiéon de los
efectos de madres diabéticas a las siguientes generaciones solo pasa a través de
la via materna. Sin embargo, en ambas lineas (la paterna y la materna), pueden
transmitir cambios epigenéticos en las crias; y la linea materna probablemente
tenga mayor impacto porque la madre ademas provee del ambiente uterino para el

desarrollo y crecimiento de la cria (Figura 1).
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Figura 1. Efectos transgeneracionales por la diabetes gestacional maternal inducida con
estreptozotocina. Modificada Zambrano et al. 2009.

INSULINA

Biosintesis, acciones y mecanismos

La insulina es una hormona polipeptidica que es secretada por las células 3
de los islotes pancreaticos. El gen responsable de la sintesis de insulina esta en el
brazo corto del cromosoma 11. La insulina se sintetiza como una sola cadena
polipeptidica en el reticulo endoplasmico rugoso: la preproinsulina. Esta proteina
se encierra en microvesiculas en las cisternas del reticulo endoplasmico, donde
sufre algunas modificaciones en su estructura, con el plegamiento de la cadena y
la formacién de puentes disulfuro. (Melani F, 2011; Horwitz DL, 2011) Se forma asi
la molécula de proinsulina que se transporta al aparato de Golgi, donde se
empaqueta en granulos de secreciéon. (Wollheim, 2006) Durante la maduracion de
estos granulos, la proinsulina es atacada por enzimas proteoliticas que liberan la
molécula de insulina y el péptido C. Estos granulos que contienen cantidades
equimolares de insulina y péptido C, ademas de una pequefia proporcion de
proinsulina sin modificar, son expulsados por un complejo sistema de micro
tubulos y microfilamentos hacia la periferia de las células . Cuando se fusiona la

membrana del granulo con la membrana celular se disuelven ambas en el punto
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de contacto y se produce la exocitosis del contenido del granulo. (Freychet P,
2010; Wollheim, 2006) Las células B de los islotes pancreaticos funcionan como
un sensor energético en general y de la glucemia en particular, lo que les permite
integrar simultdneamente sefiales de nutrientes y moduladores. La llegada del
alimento al tubo digestivo y su posterior absorcidon se acompafia de numerosas
sefales que son: aumento de los niveles de glucosa y de otros metabolitos en
plasma, secrecion de algunas hormonas gastrointestinales, activacion de nervios
parasimpaticos, etc. Todas estas sefales controlan la secrecion de insulina.
(Ebina Y, 2005; Ullrich A, 2006)

SECRECION DE INSULINA

En el pancreas existen alrededor de un millén de islotes que representan
solo el 2% de la masa de células pancreéticas. Dentro de los islotes se distinguen
cuatro tipos celulares: células A o a, células B o 3, células D o0 & y células PP o F,
que presentan una organizacion tridimensional con un nucleo central de células
rodeado por el resto de las células endocrinas. En ellos hay alrededor de 1,000 a
3,000 células, siendo las 3 alrededor del 60%, las a un 20-25% y menos de 10%
restante corresponden a células generadoras de somatostatina y polipéptido
pancreatico & (delta y PP); (Quesada |, 2006; Brissova M, 2005) hay contacto
directo entre células B y las demas células de los islotes, generandose una
interaccién autocrina entre ellas. (Steiner DF, 2002) Cada una de las hormonas
insulares es capaz de influir en la secrecion de las restantes. Asi, la somatostatina
(SS) suprime la secrecion de las otras tres. La insulina suprime la secreciéon de
glucagon. El glucagon estimula la secrecion de insulina 'y SS y, cada una de ellas,
es capaz de suprimir su propia secrecion (accion autocrina). La actividad celular
se controla y regula por la accion de nutrientes, otros péptidos y sefales
paracrinas, igualmente una inervacion simpatica y parasimpatica también ejerce

acciones sobre el islote. (Goodner CJ, 2007)

Sintesis y secrecion de Insulina en las células Beta

La liberacion de insulina en respuesta a la glucosa se da en proporcion a la
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glucemia, a su vez regulada por la absorcion intestinal, la produccién y liberacion
hepatica de glucosa y el metabolismo de los tejidos periféricos. Los receptores
transportadores de glucosa (glut 1, por sus siglas en inglés) de las células
pancreaticas permiten el equilibrio extra e intracelular de glucosa.
(http://articulosdemedicina.com/insulina/, 30-05-2010)

El metabolismo de la glucosa en la célula B utiliza trifosfato de adenosina (ATP). El
aumento en las concentraciones intracelulares de adenosina difosfato (ADP),
bloquea los canales de potasio dependientes de ATP despolarizando la
membrana, con activacion de los canales de calcio dependientes de voltaje y
aumento en la concentracion intracelular de calcio que produce exocitosis de
insulina. (http://articulosdemedicina.com/insulina/, 30-05-2010), (Figura 2).

K+ Ca+2

Canal de Ca+2

Canal de K+ dependiente de voltaje

sensible a ATP Despolarizacion

>

Mitocondria
o O

piruvato

Factores de

Insulina

transcripcion

| Glucosa-6-fosfato |

insulares

—

Granulos secretorios

'|‘ glucocinasas

Glucosa

Figura 2. Estimulacién de la secrecion de insulina.
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La insulina circulante a través de la unibn a su receptor, aumenta la
captacion de glucosa en el musculo y el tejido adiposo, inhibe la produccion
hepética de glucosa, estimula la glucolisis, la lipogénesis, la glucogénesis y la
sintesis de proteinas e inhibe la B-oxidacion de acidos grasos, la glucogendlisis y
la protedlisis. (Kido Y J. N., 2001)

El receptor de insulina (RI) es una proteina de membrana citoplasmética que se
expresa en células de musculo esquelético, higado, rifidbn, cerebro y tejido
adiposo. Tiene cuatro subunidades, dos B que poseen actividad tirosina cinasa
dependiente de ATP, inhibida por dos subunidades a. Cuando la insulina se
acopla a las subunidades a se pierde esta inhibicion, con autofosforilacion del RI

por actividad tirosina cinasa en presencia de ATP. (Kido Y J. N., 2001)

CONTROL DE SECRECION DE INSULINA

A la concentracién en ayunas de glucosa de 80-90 mg/dL la secrecién de insulina
es de 25ng/min/Kg, lo cual tiene una minima actividad fisiologica.

1) EI aumento en la concentracion de glucosa plasmatica aumenta la
secrecion de insulina.

2) Secrecion inmediata (3-5 min) a partir de vesiculas preformadas (10 veces).

3) Secrecion a los 15°, debido a liberacion de insulina preformada y recién
formada.

4) Los aminoacidos también estimulan la secrecion de insulina, aunque en
presencia de una glicemia normal, esta estimulacion es ligera.

5) En presencia de glicemia aumentada, los aminoacidos pueden aumentar la
secrecion de insulina hasta dos veces.

6) Los principales aminoacidos que lo estimulan son la arginina y la lisina.
7) Ello es importante ya que la insulina aumenta la formacion de proteinas.

8) Las hormonas gastrointestinales también estimulan moderadamente la
secrecion de insulina:

+ Gastrina
« Secretina
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+» Colecistoquinina (CCK)
< Péptido gastrico inhibidor

9) La insulina hace que las células pasen de utilizar acidos grasos a
carbohidratos, en caso de ausencia de insulina esto se invierte.

10) Lo que controla dichos cambios es la concentracion en glucosa plasmatica.

11) Si aumenta la glucosa, aumenta la secrecion de insulina y el metabolismo
celular utiliza carbohidratos

12) Si disminuye la glucosa, disminuye la secrecidon de insulina y el
metabolismo celular utiliza acidos grasos.

13) La epinefrina aumenta la glucogendlisis, lo cual aumenta la concentracion
de glucosa en sangre, ademas aumenta la hidrolisis de triglicéridos,
liberando &cidos grasos al torrente sanguineo (Revollo I. M., 2010).

METABOLISMO DE LA GLUCOSA

Los carbohidratos que se ingieren en la dieta son mayoritariamente
polisacéaridos; y en menor proporcidén monosacaridos o disacaridos. Los primeros
se encuentran presentes en diferentes alimentos como en los cereales, las
legumbres y los tubérculos; mientras que los segundos se encuentran en la leche,

las frutas y el azucar. (Stryer L, Bioquimica, 2003)

Las primeras enzimas que participan en la degradacion de los polisacaridos son
las ptialinas o a-amilasas salivales y las a-amilasas pancreaticas. Las enzimas a-
amilasas salivales se caracterizan por tener un pH éptimo de 6.7, teniendo una
accion limitada por el poco tiempo que permanecen los alimentos en la boca. En
cambio, las a-amilasa pancreéticas, formadas en el pancreas, ejercen su accion
en el intestino delgado, siendo vertidas en este tras el vaciado gastrico. Estas
tltimas enzimas, podrian ser considerados como los principales enzimas de la
degradacion de los polisacaridos. Ambas enzimas presentan actividad similar, es
decir, hidrolizan los enlaces glucosidicos de tipo a-(1,4), respetando los enlaces
glucosidicos de tipo a-(1,6). Producto de la accion de estas enzimas se originan

los oligosacéaridos maltosa, maltotriosa y dextrinas limites. (Nelson DL, 2001)
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A continuacion las oligosacaridasas (tipo dextrina y glucoamilasa) se
encargan de la hidrolisis de estos oligosacéaridos, desdoblando la glucosa de la

maltosa y la maltotriosa. (Stryer L, Bioquimica, 2003)

Por el contrario, la degradacion de los disacéaridos ingeridos con el alimento,
pueden ser directamente hidrolizados en la superficie de la mucosa intestinal por
la accion de un conjunto de enzimas: maltasa, lactasa o sacarasa. Finalizado el
proceso de digestion, la mayor parte de monosacaridos por absorber son la

glucosa, en menor cuantia fructosa y galactosa. (Cardella, 2007)

La glucosa formada por la digestién de los carbohidratos de la dieta, se absorbe
en el intestino. El transporte a través de la membrana de la mucosa del enterocito

depende del tipo de monosacaridos que atraviesa la membrana:

» El transporte de D-glucosa y D-galactosa se lleva a cabo mediante
cotransporte sodico.
» El transporte de D-fructosa se lleva a cabo mediante difusién facilitada.

» El transporte de las pentosas, se lleva a cabo mediante difusion simple.

El producto principal de la digestion de los carbohidratos de la dieta es
mayoritariamente la glucosa, y en menor cuantia otros monosacaridos (fructosa,

manosa y galactosa). (Nelson DL, 2001)

Insulina hormona favorecedora del almacenamiento de la energia que actua
estimulando la captaciéon y el metabolismo de la glucosa, e inhibiendo la
produccion de la misma en el higado. La disminucion de la glucemia
(hipoglucemia), en cambio, desencadena una serie de mecanismos pancreaticos
opuestos que conllevan la inhibicién significativa de la secrecion de insulina y
aumento en la secrecién de glucagon. El glucagon, cuya funcidén es opuesta a la
de la insulina, actia movilizando las reservas enddgenas en estado de ayuno o

cuando la dieta es hiperproteica. (Devlin, 1999)
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Metabolismo de los carbohidratos en el higado

El higado es el 6rgano esencial en el mantenimiento de la glucemia en el
organismo (homeostasis de la glucemia) mediante un proceso que implica reducir
la disponibilidad de glucosa en sangre, almacenandola en forma de reservas,
cuando los niveles son superiores a la demanda (estado post-prandial); y degradar
estas formas de reserva cuando los nivel de glucosa en sangre disminuyen
(ayunas). (Fuentes X, 1998)

El ajuste y la regulacion de la captacion periférica y la produccion hepética de la
glucosa estan sujetos al efecto que ejercen las hormonas insulina y glucagon,
principalmente; haciendo del pancreas un instrumento de ajuste fino que evita
fluctuaciones peligrosas de la glucosa sanguinea. Asi, cuando el nivel de glucosa
en sangre aumenta, el pancreas libera insulina (relacién insulina/glucagon alta)
promoviendo la utilizacion y almacenamiento de la glucosa en el higado y otros
tejidos, ya sea con la produccion de un segundo mensajero de la accion de la
insulina o bien reduciendo una cascada de proteina cinasas que promueve la
utilizacion de glucosa por estos tejidos. En cambio cuando el nivel de glucosa
sanguinea disminuye, el pancreas responde liberando menos insulina y mas
glucagon (relacion insulina/glucagon baja), lo cual promueve la produccion de
glucosa hepatica a través de una serie de eventos intracelulares que se activan

con el aumento de la concentracion intracelular de AMPc. (Boyer, 2000)

Principales enzimas reguladores de la sintesis (gluconeogénesis) y
degradacion (glucoélisis) de la glucosa en el higado.

Una vez dentro del hepatocito, el destino principal de la glucosa es su utilizacién
para la sintesis de su forma de almacenamiento, el glucégeno. El glucégeno es un
polisacarido altamente ramificado formado por la union de glucosas mediante
enlace glucosidico de tipo a-(1,4) y a-(1,6) en los puntos de ramificacion. La
principal funcion del glucogeno hepatico es conservar la concentracién sanguinea

de glucosa, en particular durante las etapas iniciales del ayuno. (Fuentes X, 1998)
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La sintesis de glucdégeno ocurre a partir del precursor activo UDP-glucosa.
En la sintesis de este polisacarido intervienen dos enzimas: la enzima glucégeno
sintasa y la enzima “ramificante”; el primero de estos enzimas cataliza la formacién
de los enlaces glucosidicos a-(1,4) de las cadenas lineales, mientras que el
enzima “ramificante” forma los enlaces glucosidicos a-(1,6) de los puntos de
ramificacion, dando lugar a una estructura arboriforme. La glucdégeno sintasa es la
principal enzima regulador de la via, y se caracteriza por tener dos formas
intercambiables entre si por fosforilacion-desfosforilacion: una forma activa y una

forma inactiva; siendo la forma desfosforilada la forma activa. (Champe PC, 2006)

Las ramificaciones incrementan el numero de terminaciones no reductoras a las
gue se pueden afadir otras moléculas de glucosa, lo que acelera el ritmo de la
sintesis (y también la degradacion) del glucogeno e incrementa de manera
considerable el tamafio de la molécula. El incremento de glucdgeno ejerce un
retrocontrol sobre la propia sintesis del glucégeno, disminuyendo la forma activa
de la glucdgeno sintasa a medida que este se acumula en el higado. Debido a que
la estructura polimérica del glucogeno es muy voluminosa (por el elevado nivel de
hidratacion de la cadena polisacéarida), sus posibilidades de sintesis, y sobretodo
de almacenamiento, estan fisicamente limitadas. (Martinez J, 2001)

No obstante, la capacidad de almacenamiento de glucégeno del higado es alta,
pudiendo llegar a constituir el 10% del peso humedo de este 6rgano en una
persona bien nutrida. Se estima que la cantidad maxima de glucégeno que puede
almacenarse en el higado (del orden de 100g en un individuo adulto) puede
proveer suficiente cantidad de glucosa para cubrir las demandas energéticas

corporales durante un tiempo comprendido entre 10 y 15 horas. (Cardella, 2007)

Una vez recuperados los depdésitos de glucogeno, el exceso de glucosa restante
es utilizado para la biosintesis de acidos grasos y triglicéridos. Para ello, la
glucosa es convertida en piruvato por el proceso de glucodlisis y este es

transformado en acetil-CoA por accion de la piruvato deshidrogenada. Asi pues,
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aunque la glucdlisis es una via universal de degradacién de la glucosa cuya
funcion principal es el rendimiento energético en forma de ATP, en el higado el
acetil-CoA obtenido a partir del piruvato es a su vez utilizado primordialmente para

la biosintesis de acidos grasos. (Nelson DL, 2001)

Los triglicéridos formados en el higado son liberados al torrente circulatorio
en forma de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), y del plasma pasan al

tejido adiposo para su almacenamiento. (Devlin, 1999)

La glucodlisis esta promovida por la insulina mediante la estimulacion de la
actividad de las enzimas reguladoras de la via: la glucocinasa, la fosfofructocinasa
y la piruvato quinasa. Estas enzimas se denominan enzimas reguladores al
catalizar reacciones irreversibles y estar sujetos a su vez a control alostérico

(concentracion de metabolitos) y/o modificacion covalente. (Boyer, 2000)

Metabolismo de los carbohidratos en el tejido adiposo

El tejido adiposo es el principal depdsito de triglicéridos, una forma de almacenar
energia muy importante en el ser humano. Al igual que las células musculares, los
adipocitos tienen un sistema de transporte de glucosa (GLUT-4) que requiere de la
presencia de insulina para alcanzar la maxima velocidad de captacion de glucosa.
La sintesis y degradacion de los triglicéridos en los adipocitos también esta
regulada por control hormonal (insulina, glucagon y adrenalina, principalmente).
(Martinez J, 2001)

En situacion de hiperglucemia, la insulina promueve la glucolisis y esencialmente
su funcién es el aporte de precursores para la sintesis de triglicéridos. Asimismo,
el glucagdn junto con la noradrenalina y los bajos niveles de insulina, favorece la
movilizacion de acidos grasos almacenados en el tejido adiposo en situacion de
hipoglucemia. La oxidacion de los acidos grasos y el glicerol que forman los

triglicéridos por el mecanismo de la a-oxidacion en las células de muchos tejidos
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rinden gran cantidad de energia metabdlica util en forma de ATP. (Champe PC,
2006)

La energia es necesaria para el funcionamiento normal de los 6rganos del
cuerpo. La fuente de energia celular mas importante es la glucosa. Muchos tejidos
solo pueden utilizar grasas o proteinas como fuente de energia, pero otros, como

el cerebro y los eritrocitos, solo pueden utilizar la glucosa. (Cardella, 2007)

METABOLISMO DE LIPIDOS

Los acidos grasos (AG) son los componentes principales de los lipidos complejos
(triacilgliceroles, fosfolipidos). Los triacilgliceroles son la forma méas importante de
almacenamiento de energia en los animales. Este tipo de almacenamiento
presenta sus ventajas, al oxidarse el carbono (C) de los AG producen mas ATP
qgue cualquier otra forma de C, ademas, los lipidos estan menos hidratados que los
polisacéaridos, por lo que ocupan menos espacio. Los AG se incorporan a las
membranas celulares. El principal 6rgano de interconversion y metabolismo de
lipidos es el higado. (Felix, 2006)

Biosintesis de acidos grasos
El higado, el tejido adiposo y la glandula mamaria son los sitios mas importantes
de biosintesis de AG. (Donal Voet, 2006)

La actividad del tejido adiposo predomina en el rumiante. Los principales sustratos
para la sintesis de AG son el acetil-CoA y el NADPH, éstos se generan en la
glucalisis, el ciclo de las pentosas y el ciclo de Krebs. La enzima citrato sintasa
convierte al acetil CoA y al OAA en citrato y de esta manera logra cruzar la
membrana mitocondrial para salir al citoplasma; el citrato es retransformado en
acetil CoA y OAA en el citosol por el enzima ATP-citrato liasa. El oxalato se
convierte en malato para regresar a la mitocondria e incorporarse al ciclo de
Krebs. La enzima malica descarboxila al malato en piruvato que puede ser
transportado a la mitocondria. Esta enzima en el citosol genera NADPH, necesario

para la sintesis de AG. Las enzimas para la sintesis de AG estan organizadas en
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un complejo multienzimatico en los animales. El complejo es llamado acido graso
sintasa que ademas incluye la proteina transportadora de acilos (PTA o ACP).
Solo hay una reaccion en la sintesis de AG que no ocurre en el complejo, ésta
es la formacion de malonil-CoA a partir de acetil-CoA la cual es catalizada por la
acetil-CoA carboxilasa. EI complejo acido grasa sintasa cataliza: la union entre el
acetil-CoA y malonil-CoA, una reaccion de condensaciéon, reacciones de
reduccion, de continuacién, de elongacion, desaturacién. La sintesis de AG
produce principalmente acido palmitico, que sera el sustrato para producir una
variedad de AG. (Donal Voet, 2006; Felix, 2006)

En la diabetes mellitus tipo I, la deficiencia aguda de insulina produce un
aumento rapido de la movilizacién de acidos grasos desde los tejidos periféricos
hacia el higado, y determina un aumento de la formacién y liberacién de
lipoproteina de muy baja densidad (VLDV) en este 6rgano. Al mantenerse el déficit
de insulina, se inhibe la sintesis de triglicéridos hepaticos y la formacién y
liberacion de VLDL. Sin embargo, por otro lado, existe una deficiencia de la
depuracion de triglicéridos plasmaticos, bien por disminucién de la actividad de
lipoproteina lipasa (LpL), enzima estimulada por la insulina, o por una posible
modificacién estructural de las VLDL (que las hace menos susceptibles a la accion
de la enzima), e incrementa la concentracion plasmatica de esta lipoproteina.
(Garcia E. C., 1996)

Las LDL pequefias y densas aparecen como consecuencia de las altas
concentraciones de VLDL que condicionan estas transformaciones estructurales,
de tal manera que se afecta su afinidad por los receptores (Kinoshita, 1990).
Como consecuencia, estas LDL pequeias y densas aumentan su tiempo de vida
media en la circulacion sanguinea, asi como su concentracion plasmatica, y se

favorece de este modo la aterogénesis.

En la hiperlipidemia croénica, el incremento de las lipoproteinas plasmaticas, y

principalmente de las LDL oxidadas, ofrece como resultado una lesion endotelial o
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el dafo funcional de la pared arterial. La LDL oxidada es un quimiotactico para los
monocitos circulantes. De esta manera, estos son atraidos y adheridos a las
células endoteliales, favorecen su penetracion hacia la intima, donde se
transforman en macréfagos y éstos en células espumosas cargadas de ésteres de
colesterol, los cuales estan presentes desde las etapas iniciales de la formacién

de las estrias grasas. (Schwartz CJ, 1992)

Los aspectos principales del metabolismo de lipidos estan implicados con
oxidacion de acidos grasos para producir energia o la sintesis de lipidos que se
llama la lipogénesis. El metabolismo de los lipidos esta estrechamente relacionado
con el metabolismo de los hidratos de carbono que pueden ser convertidos en
grasas. (Ophardt, 2003)

El primer paso en el metabolismo de lipidos es la hidrdlisis de los lipidos en el

citoplasma para producir glicerol y &cidos grasos.

Dado que el glicerol es un alcohol de tres carbonos, que se metaboliza muy
facilmente en un intermedio en la glucdlisis, dihidroxiacetona fosfato. La ultima
reaccion es facilmente reversible si el glicerol es necesario para la sintesis de un
lipido. La hidroxiacetona, obtenida a partir de glicerol se metaboliza en uno de los
dos posibles compuestos. La dihidroxiacetona puede ser convertida en &cido
pirdvico a través de la via de glicolisis para producir energia. Ademas, la
dihidroxiacetona también se puede usar en la gluconeogénesis para hacer
glucosa-6-fosfato de glucosa a la sangre o el glucogeno en funcion de lo que se

requiere en ese momento. (Ophardt, 2003)

Los acidos grasos se oxidan a acetil CoA en la mitocondria mediante la espiral de
acido graso. El acetil CoA entonces se convierte finalmente en ATP, COz, H20 y
usando el ciclo del &cido citrico y la cadena de transporte de electrones.

Los acidos grasos se sintetizan a partir de los carbohidratos y de las

proteinas de vez en cuando. En realidad, los carbohidratos y las proteinas han
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sido primero catalizados en acetil CoA. Dependiendo de los requerimientos de
energia, la acetil CoA entra en el ciclo del &cido citrico o se utiliza para sintetizar
acidos grasos en un proceso conocido como la lipogénesis. (Ophardt, 2003).

B-Oxidacién de Acidos Grasos

Una vez que ha penetrado a la mitocondria el &cido graso experimentara
oxidaciones sucesivas por la accion de un conjunto de enzimas localizadas en los
compartimentos interiores de la mitocondria. ElI proceso es denominado -
oxidacion por ocurrir en el carbono  del acido graso obteniéndose al final de las

distintas fases un acil — CoA. (Vera, 2011)

El balance energético de la degradacion oxidativa de los acidos grasos esta
determinado por la estrecha vinculacion de la - oxidacion con el ciclo de Krebs,
la cadena respiratoria y la fosforilacion oxidativa. El valor real del balance es de 61
ATP. (Londofio., 2011)

H I;I 0
H,C—Ctyn—E -+ -C-SCaA
H

Aeil.CoA
1 Acil CoA e
deshidrogenasa Q 0
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H,C={CH,)n -EE =SCoA 2 &tomos de Carbono menor)
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2 ki i 2 CeASH
HAD® NADH « H*
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Figura 3. B-Oxidacién de 4acidos grasos. Torres Vera Reynaldo, 2011.
http://ricarducatse.files.wordpress.com/2011/02/folleto-4-metabolismo-de-lipidos.pdf
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En los acidos grasos de namero impar de atomos de carbono en el proceso
de oxidacién queda un compuesto de tres atomos de carbono propionil-CoA que

posteriormente pasa a ser por la secuencia de reacciones:

metil-malonil ----------- >Succinil CoA que luego se incorpora al ciclo de Krebs. El
balance energético total de estas reacciones es de 5 ATP. (Figura 3). (Londofio.,
2011; Vera, 2011)

Reacciones de la B-oxidacion
Activacion de &cidos grasos: acido graso + ATP produce adenilato del acido graso
y finalmente lo transfiere a CoA.

Reaccion:
Acido graso + ATP + CoA &cido graso- CoA + AMP + PPi

Transporte a través de la membrana de la mitocondria: Sistema de carnitina

1. Activacion del &cido graso en el citosol para dar 4cido graso-CoA.

2. Paso de &cido graso-CoA a través membrana externa al espacio
intermembranal. El acido graso se transfiere a carnitina produciendo
acilcarnitina.

3. Paso a través membrana interna a la matriz. El 4cido graso se transfiere a

CoA y libera carnitina al espacio intermembranal.

Reacciones del ciclo:

Activacion: tiocinasa
Dehidrogenacion: acil CoA deshidrogenasa.
Hidratacién: enoil CoA hidratasa.

Dehidrogenacion: L-3-hidroxiacil CoA deshidrogenasa.

o bk 0N PE

Rompimiento: tiolasa
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DESTINO DE ACETIL-CoA

» Representa la forma en que carbohidratos, lipidos y algunos amino&cidos
entran al ciclo de Krebs.

» Provee los carbonos para la sintesis de colesterol.

Y

Precursor de la sintesis de acidos grasos.
» Precursor de la sintesis de cuerpos cetdnicos

Lipolisis

La lipdlisis es el proceso metabolico mediante el cual los lipidos del
organismo son transformados para producir acidos grasos y glicerol para cubrir las
necesidades energéticas. (Vera, 2011)

La lipdlisis es el conjunto de reacciones bioquimicas inversas a la lipogénesis. A la
lipolisis también se le llama movilizacion de las grasas o hidrolisis de
triacilglicéridos en &cidos grasos y glicerol. (Vera, 2011)

La lipolisis es estimulada por diferentes hormonas catabdlicas como el glucagon la
epinefrina, la norepinefrina la hormona del crecimiento y el cortisol, a través de un
sistema de transduccion de sefiales. La insulina disminuye la Lipolisis. Los acidos
grasos son vertidos al torrente sanguineo y dentro de las células se degradan a
través de la B-oxidacion en acetil-CoA que alimenta el ciclo de Krebs. (Londofio.,
2011)

En el adipocito el glucagon activa a determinadas proteinas G, que a su vez

activan a la adenilato ciclasa, al AMPc y éste a la lipasa sensitiva, enzima que

hidroliza los triacilglicéridos. (Figura 4). (Vera, 2011; Londoiio., 2011)
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Figura 4. Lipodlisis.

Sintesis de acidos grasos y grasas neutras (lipogénesis)

La sintesis de los acidos grasos no tiene lugar por la via inversa a la degradativa.

1. La sintesis se produce en el citosol, a diferencia de la degradacién, que

tiene lugar en la matriz mitocondrial.

2. Los intermediarios en la sintesis de &cidos grasos estan covalentemente
unidos a los grupos sulfhidrilo de una proteina portadora de grupos acilo
(acyl carrier protein, ACP), mientras que los intermediarios en la

degradacion de los ac. Grasos estan ligados a la coenzima A.
3. El reductor en la sintesis de acidos grasos es el NADPH.
4. La cadena del acido graso en crecimiento se alarga por la adicion

secuencial de unidades de dos carbonos derivadas del acetil-CoA. El dador

activado de las unidades de dos carbonos en la etapa de elongacion es el
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malonil-ACP. La reaccidon de elongacion esta dirigida por la eliminacion de
CO2. (Londofio., 2011; Vera, 2011)

CUERPOS CETONICOS

Son compuestos de bajo peso molecular, solubles en agua, sirven de
energia para el masculo y cerebro en condiciones de inanicion, son la fuente
principal de energia para el corazdn. Incluyen: acetona, acetoacetato y beta

hidroxibutarato.

Formacion de cuerpos ceténicos

El acetil-CoA formado en la oxidacion de los acidos grasos entra en ciclo de Krebs
si la degradacion de las grasas y la de los carbohidratos estdn adecuadamente
equilibradas. Si en el higado predomina la degradacion de las grasas, el acetil-

CoA experimenta un destino diferente. (Londofio., 2011)

La razdn de ello es que la entrada del acetil-CoA depende de la asequibilidad del
oxalacetato para la formacién del citrato ya que la concentracion del oxalacetato
esta disminuida si no hay carbohidratos disponibles o si no se utilizan
apropiadamente. En estas condiciones, el acetil-CoA se desvia para formar
acetato y D-3-hidroxibutirato. El acetato, D-3-hidroxibutirato y la acetona se llaman

cuerpos cetoénicos. (Londofio., 2011; Vera, 2011)

Catabolismo de los lipidos

El principal mecanismo de obtencion de energia de los lipidos lo constituye la
oxidacion de los &cidos grasos, que se obtienen de los triglicéridos mediante
hidrélisis por lipasas especificas. Estos siempre podran entrar en el ciclo de Krebs,
por lo que cuanto mas largo sea el acido graso mayor cantidad de energia se
obtendra en su oxidacion. La glicerina también podra degradarse si se transforma

en dihidroxiacetona, entrando en la glucdlisis. (Londofio., 2011)
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El principal mecanismo de obtencion de energia de los lipidos lo constituye
la llamada beta-oxidacién de los &cidos grasos. Estos acidos grasos se obtienen
de la hidrdlisis de los triacilglicéridos mediante el concurso de enzimas especificas
y se difunden a la sangre donde los acidos grasos se unen a las albuminas. Los
acidos grasos ligados a la albumina son transportados a otros tejidos donde

pueden emplearse como fuente energética. (Vera, 2011)

Los acidos grasos se uniran a una molécula de coenzima A (CoA) en el
citoplasma, quedando activados como acil-CoA. De esta forma pasan a la
mitocondria, donde sufren el proceso denominado beta-oxidacion. Los acidos
grasos se oxidan completamente hasta dioxido de carbono y agua. (Londofio.,
2011)

El resultado de cada ciclo oxidativo de la beta-oxidacion de los &cidos grasos es la
formacién de equivalentes reductores (FADH2 y NADH), una molécula de acetil-
coenzima A y una molécula de acil-coenzima A dos carbonos mas corta. El acetil-
coenzima A se incorpora al ciclo de Krebs para continuar su degradacion. Como
ejemplo el balance energético de 1 mol de acido palmitico (16 atomos de carbono)
da lugar a 129 ATP. (Vera, 2011)

Malformaciones congénitas en hijos de madres diabéticas

La mayor parte de las malformaciones congénitas en hijos de madres diabéticas
ocurre entre la cuarta y séptima semanas de gestacién, un periodo critico en el
desarrollo porque se producen procesos teratogénicos. La malformacion mas
frecuente es el sindrome de regresién caudal (agenesia o hipoplasia del fémur y
de las ultimas vértebras). (Mills JL, 2002; Reece EA, 2003)

Los mecanismos etiopatogénicos de las malformaciones congénitas ain no se
conocen con certeza. Puede ser que existan factores genéticos concomitantes que

predispongan a los embriones a padecer estas alteraciones o0 que sean los
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factores ambientales los que influyan en el desarrollo anormal. Lo méas probable es
gue ambos interactien. (Jaquet D, 2002) Se consideré a la insulina, per se, factor
teratogénico; sin embargo, se demostré que la placenta es una barrera efectiva
para evitar el paso de insulina materna al feto, por lo que tendria que ser la
insulina fetal la que estuviera produciendo las alteraciones. La produccion de
insulina fetal se inicia después de haber concluido el periodo critico para el
desarrollo de malformaciones, alrededor de la semana ocho y diez de la gestacion.
La hiperinsulinemia fetal s6lo ocurre durante la segunda mitad de la gestacion; es
decir, cuando el feto ya paso la etapa embriogénica, por lo que lo afecta en su

crecimiento mas que en su desarrollo. (Mills JL, 2002)

Se propuso que la glucosa podria ser el factor ambiental que mas afecta el
desarrollo durante la embriogénesis. En los hijos de madres diabéticas con pobre
control metabdlico existe mayor incidencia de malformaciones congénitas; incluso
una minima elevacion de la glucosa en etapas tempranas de la gestacidén provoca

aumento en la frecuencia de malformaciones congénitas. (Nordstrom L, 2002)

Alteraciones en las crias de las ratas diabéticas

Al igual que en humanos, la diabetes materna afecta el desarrollo de los fetos de
rata, lo cual produce aumento del nimero de reabsorciones, disminucion del
ndamero de crias por camada, disminucién del peso de las crias, retraso en el
crecimiento y aumento de la frecuencia de malformaciones congénitas. (Palomino-
Garibay MA, 2003)

Las alteraciones en los hijos de madres diabéticas dependen de la gravedad de la
diabetes, el grado de descontrol metabdlico y el momento de la gestacion en la
gue se inicia la diabetes. Cuando la madre es diabética antes de la gestaciéon
existe mayor incidencia de abortos espontaneos, mortalidad perinatal y
malformaciones congénitas. Cuando se trata de diabetes gestacional hay aumento

en la cantidad de grasa corporal, macrosomia, hiperinsulinismo fetal, hipoglucemia
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fetal, hipoxia, acidosis metabdlica y aumento en el indice de muertes perinatales.
(Rosenn B, 2004)

En la etapa final de la gestacidon la muerte intrauterina y perinatal es cuatro
veces mas frecuente. Las principales causas de morbilidad y mortalidad perinatal
son: la hipoxia y la acidosis fetal (sindrome de insuficiencia respiratoria del recién
nacido), la hipoglucemia e hipocalcemia. La macrosomia y el control inadecuado
de la diabetes materna durante el embarazo también influyen en la mortalidad

perinatal. (Garcia-Carrapato, 2003)

La macrosomia que ocurre en el Gltimo trimestre de la gestacion se ha explicado
por la transferencia placentaria de mayor cantidad de glucosa y otros nutrientes.
Este aporte adicional de nutrientes acelera la maduracion secretora de los islotes
fetales y provoca hiperinsulinismo fetal, lo que aumenta el potencial anabdlico en
el feto y, al mismo tiempo, produce hipoglucemia neonatal. (Garcia-Carrapato,
2003)

El mecanismo que ocasiona las alteraciones en el desarrollo en los embriones de
madres diabéticas aln no se conoce; sin embargo, parece ser multifactorial.
(Polanco, 2001; Buchanan TA, 2002) La hiperglucemia per se tiene gran poder
teratogénico. Actla en diferentes campos celulares, lo cual provoca dafio en el
ADN (Lee AT, 1993) y produce cierto grado de estrés oxidativo que redunda en
aumento en la produccién de especies reactivas de Oz (ROS) (Ornoy A, 2002) y
oxido nitrico (NO) (Wentzel P, 2003), asi como en la peroxidacion de lipidos y la
carboxilacién de proteinas (Cederberg J B. S., 2001), y disminuye al mismo tiempo
los sistemas de amortiguacion (Eriksson UJ, Protection by free oxygen radical
scavenging enzymes against glucose-induced embryonic malformations in vitro.,
2001) y los de antioxidantes (Ornoy A, 2002). En etapas tempranas del desarrollo
la glucosa puede dafar el ADN y provocar mutaciones que impidan la expresion
de genes criticos para la embriogénesis normal. Este dafio puede retrasar la
duplicacion del ADN vy, por lo tanto, la division celular, lo que interrumpe los

tiempos de los programas del desarrollo necesarios para la organogénesis. De
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hecho, aun la hiperglucemia moderada durante un periodo corto es capaz de
producir mutaciones al ADN (Buchanan TA, 2002). Se comprob6 que el aumento
en la formacibn de ROS y NO tiene gran influencia en el desarrollo de la
embriopatia diabética. Aunque no se conoce el mecanismo mediante el cual la
hiperglucemia genera aumento en la formacion de radicales libres de oxigeno en
los embriones de madres diabéticas, hay pruebas de cémo se producen en tejidos
como el endotelio de los vasos sanguineos. Hay tres rutas metabdlicas mediante
las cuales las mitocondrias producen superoxido, que a su vez activa la
proteincinasa C y aumenta la produccion de los productos finales de la glucolisis
(AGEs), que en conjunto son los responsables de los dafos a este tejido en
pacientes diabéticos. (Wentzel P, 2003)

En la diabetes materna, el aumento de las concentraciones de ROS afecta la
produccion de la enzima glicolitica gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH). En embriones de ratas diabéticas se observo in vivo e in vitro
disminucién en la produccion de la GAPDH, lo que se correlaciona directamente
con aumento en la frecuencia de malformaciones congénitas. De hecho, la adicién
de iodoacetato, inhibidor de la accion de la GAPDH, produce efecto similar al que
presentan los embriones cultivados en ambiente hiperglucémico. (Wentzel P,
2003) Un efecto muy importante de la sobreproducciéon de ROS podria ser el
aumento en la peroxidacion de lipidos. Los productos principales de la
peroxidacién de los lipidos, los hidroperoxidos (estimulantes de la biosintesis de
prostaglandinas pero inhibidores de prostaciclinas), producen desequilibrio

perjudicial para el embrién. (Cederberg J B. S., 2001)

Desde 1990, en que se describieron los isoprotanos, se utilizan como marcadores
de la peroxidacion lipidica. Los isoprotanos son isomeros de las prostaglandinas
gue se forman a través de la reaccion no enzimatica del acido araquiddnico con
radicales libres. En ratas madres diabéticas y sus fetos, se encontré el isoprotano
8-iso-prostaglandina F-2a mucho mas elevado que en ratas control, lo que indica

aumento en las concentraciones de peroxidacion lipidica. También se observo
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aumento en la carboxilacion proteica que se relaciona con dafio tisular en el estrés
oxidativo en las madres diabéticas y en sus fetos. Estos dos parametros
correlacionan positivamente con el aumento en las malformaciones congénitas y
en las reabsorciones, lo que indica la participacion de la sobreproduccién de ROS

en la génesis de la embriopatia diabética. (Cederberg J B. S., 2001)

La hiperglucemia disminuye la eficiencia de los mecanismos
amortiguadores de las especies reactivas de O2, ademas de aumentar la
produccion de ROS. En cultivos de embriones de rata diabética se observo
disminucién de enzimas antioxidantes, especificamente la superdoxido-dismutasa
(SOD) y la catalasa, lo que correlaciona positivamente con el aumento en la
incidencia de malformaciones congénitas, disminucion del peso y del contenido de
proteinas de los productos. También se comprob6 que la adicién de citolina, SOD,
catalasa y glutatibn peroxidasa tiene efecto protector en embriones de ratas
cultivados en suero diabético; sobre todo la SOD, que disminuye el retraso en el
crecimiento y las malformaciones embrionarias. (Eriksson UJ, Protection by free
oxygen radical scavenging enzymes against glucose-induced embryonic

malformations in vitro., 2001)

Ademas, existe disminucion del glutatién, el cual esta en la mayor parte de las
células y juega un papel importante en la defensa celular contra el estrés
oxidativo, ya que actia como amortiguador contra ROS. Se detect6 también
disminucién en los antioxidantes de bajo peso molecular tanto en el saco vitelino
como en los embriones de ratas diabéticas. (Ornoy A, 2002) La adicion de
antioxidantes, como las vitaminas C molécula hidrofilica que puede amortiguar
varios radicales y E antioxidante lipofilico que interfiere con la reaccion en cadena
de la peroxidacion lipidica al medio de cultivo diabético puede disminuir el efecto
de la diabetes en la organogénesis. (Cederberg J S. C., 2001) Ademas de la
hiperglucemia, el ambiente intrauterino esta alterado por la sobreproduccion de
cuerpos cetonicos, en especial del 8 hidroxibutirato, que es el producido en mayor
cantidad en los fetos de ratas diabéticas. (Freinkel N, 2001)

p.Q.F.B. Nayelli Delgado Arellano

37



U.M.S.N.H. Facultad de Quimico Farmacobiologia

Tanto la glucosa como los cuerpos cetonicos actuan sinérgicamente para
producir retraso en el crecimiento e inducir malformaciones. Se demostré que la
adicion de B-hidroxibutirato a los cultivos de embriones de ratas diabéticas
aumenta hasta 29% la tasa de malformaciones en comparacion con los cultivos en
los que Unicamente se utilizé suero hiperglucémico; por otro lado, la adicién de los
inhibidores de somatomedina exacerba la induccibn de malformaciones
producidas por los cuerpos cetonicos y la glucosa. (Freinkel N, 2001) Se estudio el
papel de la placenta en la transferencia de grandes cantidades de glucosa en fetos
de ratas diabéticas y su relacidon con las alteraciones embrionarias que sufrieron.
Se observo que las placentas de ratas diabéticas son mas grandes y pesadas que
las de las controles (Polanco, 2001), con mayor cantidad de glucégeno desde el
dia 16 hasta el 22, asi como de contenido de ADN, lo que sugiere que estas
placentas contindan con el proceso de sintesis del ADN mucho después que éste
terminé en las placentas controles. Se observé que el flujo sanguineo total de la
placenta se encuentra disminuido, para lo cual se aseveré que la placenta
aumenta de tamafio para compensar la disminucién del flujo. A pesar de que el
flujo sanguineo en las placentas de madres diabéticas se encuentra disminuido,
no se modifica la transferencia placentaria de grandes cantidades de glucosa
hacia el feto. Las placentas de ratas diabéticas también acumulan grandes
cantidades de glucégeno, lo que se debe a la hiperglucemia de la madre. Estas
placentas tienen anormalidades estructurales como: degeneracion cistica del
espongiotrofoblasto, aumento en el volumen de la capa laberintica e
hipervascularizacion, asi como células gigantes del trofoblasto en etapas en las
que éstas no deberian estar presentes. Ultimamente se encontraron alteraciones
en proteinas de matriz extracelular (como laminina y fibronectina) en placentas de
ratas diabéticas que pueden explicar, en parte, las alteraciones morfologicas y
funcionales en las mismas. (Loredo, 2003)

Estas modificaciones se observaron en placentas de ratas con diabetes semejante

a latipo 1y correlacionan positivamente con la disminucién en el peso y la talla de
los fetos. (Loredo, 2003)
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MODELOS DE DIABETES EXPERIMENTAL

En humanos no se pueden realizar estudios para conocer la etiologia de la
Diabetes Mellitus, ni se pueden identificar en las gestantes diabéticas los
teratdgenos que afectan la embriogénesis. Por esta razon, se hace necesario
recurrir a modelos experimentales ya que las caracteristicas generales de la

diabetes en animales son similares a las de la diabetes humana.

Se conocen cuatro grandes grupos de modelos experimentales para inducir la
diabetes dependiendo de la metodologia empleada:

a) Induccion mediante procedimientos quirdrgicos (diabetes quirdrgica).

b) Induccion por infecciones virales (diabetes viral).

c) Diabetes espontanea.

d) Induccion mediante agentes quimicos (diabetes experimental).

Diabetes experimental

Se ha demostrado que la administracion de ciertas sustancias quimicas a
animales provoca sintomas similares a la diabetes. Entre estos agentes quimicos,
el aloxano y la estreptozotocina (STZ) han demostrado ser los mas efectivos por lo
que son los mas comunmente utilizados. Los valores de referencia son de

200mg/dl para considerar a una rata diabética.

Ambas sustancias actuan destruyendo las células B-pancreéticas; sin embargo,
aunqgue los niveles de insulina en los animales tratados son muy bajos, no hay
ausencia total de la hormona por lo que pueden sobrevivir durante meses sin
tratamiento con insulina. (Bell RH, Animal models of diabetes mellitus: physiology
and pathology. J, 2001)

Estreptozotocina (STZ), es un antibiético producido por Streptomyces
acromogenes; (Vaura JJ, 2002) su denominacibn quimica es N-

(metilnitrosocarbamoil)-a-D-glucosamina. La molécula es estructuralmente similar
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a la glucosa, (Figura 5) por lo que explica su accién especifica irreversible sobre
las células B-pancreéticas. (Johanson EB, 2001; Rodriguez B, Streptozotocin-
Induced diabetes: induction, mechanism and dose dependency. En: Experimental
models in diabetes, ed. John H McNeill. , 2002) En sistemas in vivo se hallé que
este farmaco penetra a las células  del pancreas a través de los transportadores

GLUT2, porque tiene gran afinidad a la glucosamina del anémero del receptor.

(Schnedl WJ, 2002)
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Figura 5. Estreptozotocina. La cadena de nitrosurea le confiere una accién citotéxica que dafa el
DNA de las células B-pancreéticas.

La STZ tiene un efecto directo sobre el pancreas, sin afectar otros érganos
(Johanson EB, 2001; Rodriguez B, 2002) y produce hiperglucemia, sin
cetogénesis ni elevacion de acidos grasos libres. (Méndez DJ, 2004) Es ideal para
inducir la diabetes en ratas gestantes para investigar su efecto en el desarrollo
fetal. Esto se debe a que en solucion a la temperatura ambiente tiene una vida
media muy corta, de aproximadamente 5 minutos; asi mismo una vez inyectada se
elimina del torrente sanguineo en un lapso maximo de 4-6 horas. Estas
propiedades de la SZT aseguran que al administrarla el 5° dia de la gestacion,
poco antes de la implantacion del blastocisto, las alteraciones encontradas en los
productos (embriones, fetos, o recién nacidos) sean consecuencia de la

hiperglucemia materna y no por la accion de la SZT. (Polanco A. , 2001)

La estreptozotocina actla sobre el acido desoxirribonucleico (DNA), ocasionando

dos alteraciones importantes: en primer lugar, mediante una reaccién de
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alquilacion sobre el DNA altera los mecanismos fundamentales de la proliferacion
celular; ademdas produce enlaces cruzados entre dos cadenas de DNA o con la
union de una proteina nuclear, alterando la integridad y funcién del DNA, este
altimo proceso provoca la formacién de enlaces interfilamentosos responsables
del efecto citotoxico de este agente alquilante (Bhuyan, 1970; Marcus y Coulston,
1991; Bennett y Pegg, 1981) describen a la estreptozocina como un potente
agente de metilacion del DNA, particularmente en la posicion O-6 de la guanidina,
gue por su alta capacidad de metilacion provoca necrosis celular, en roedores esto
ocasiona una reduccion del 60 al 65% en la secrecion de insulina (Kahn,1996;
Bernard et al.,, 1998), de hecho Kahn (1996) considera que se comparten

caracteristicas fenotipicas con la diabetes mellitus tipo 1 del humano.

DIABETES Y GESTACION

La DM tiene dos modalidades de presentacion: la pregestacional que
puede ser tipo 1 o 2 segun la clasificacion etiolégica de la ADA (Asociacion
Americana de Diabetes), es un trastorno metabdlico previo a la instauracion del
embarazo. La diabetes mellitus gestacional (clase 1V), se manifiesta
exclusivamente durante la gestaciéon. En ambos casos se genera un ambiente no
optimo durante la gestacién que compromete el desarrollo del embrién y/o feto

relacionado principalmente con niveles altos de glucosa en sangre.

Crecimiento fetal. Los hijos de madre diabética (HDM) mantienen la homeostasis
a costa de una serie de ajustes metabdlicos que comprometen su capacidad de
adaptacién al medio extrauterino. Esta situacion puede modificar el patrén de
crecimiento intrauterino, ya sea incrementando el peso o bien retardando el

desarrollo, lo que provoca un aumento de los riesgos de morbimortalidad.
Macrosomia. La palabra deriva del griego macros (grande) y soma (cuerpo). Su

manifestacion clinica es un aumento del tamafio corporal. En el caso de los HMD

su origen se ha explicado de diversas maneras. Primero se pensé que el
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crecimiento excesivo de los HMD era consecuencia de un pobre control de la
diabetes durante el embarazo, en ausencia de enfermedad vascular. Mas tarde
Pedersen (Pedersen, 2002) establecié que en los HMD se involucraba el aumento
tanto del tamafio corporal como de los 6rganos internos, especialmente higado,
corazén, bazo, timo, glandulas adrenales y musculos esqueléticos. Para explicar
este fendmeno, el autor propuso un mecanismo denominado hiperglucemia-
hiperinsulinemia, segun el cual la hiperglucemia materna causa hiperglucemia e
hiperinsulinemia fetal. No obstante, en la actualidad se sabe que la diabetes y la
hiperinsulinemia fetal no solo involucran el aumento de la glucosa plasmatica,
resultante de alteraciones en la homeostasis de carbohidratos, también se
incrementan los acidos grasos libres y los triglicéridos, asi como los niveles
plasmaticos de aminoacidos como la alanina, serina e isoleucina. (Neiger, 2002)
Con base en esta informacion, se disefid un nuevo modelo para explicar la
macrosomia de los HMD. Se piensa que la hiperinsulinemia fetal aumenta el
consumo celular de glucosa y facilita la incorporacion de aminoacidos a las
proteinas; reduciendo el catabolismo protéico. Esto determina que en las dltimas
12 semanas del embarazo diabético mal controlado, el feto deposite 60% mas

tejido graso que el feto normal. (Dar P, 2003)
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JUSTIFICACION

En la ultima década la Diabetes Mellitus ha incrementado a nivel mundial,
de manera exponencial. La incidencia de esta enfermedad en mujeres en edad
reproductiva ha aumentado, y con ello la posibilidad de que se manifieste durante
el embarazo. Esta situacion se relaciona con el riesgo de infertilidad, mortalidad
materna y fetal, asi como morbilidad neonatal debida principalmente a
malformaciones congénitas. Ademas se ha observado que la Diabetes
Gestacional, predispone al feto a la manifestacion de diversas patologias, como
los factores involucrados en el sindrome metabdlico una vez que alcanza la edad

adulta, al producir cambios en la programacion de su desarrollo fetal.

La imposibilidad practica y ética de investigar este proceso en mujeres gestantes
diabéticas, hace indispensable realizar estudios experimentales en animales que
permitan determinar si la diabetes materna produce cambios en el desarrollo fetal

gue repercutan en la salud de la siguiente generacion.

Por esta razon, para evaluar como las condiciones de ambiente subdptimo
intrauterino durante la diabetes gestacional repercuten sobre el estado de salud

del feto, nos planteamos lo siguiente:
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HIPOTESIS

El estado hiperglucémico gestacional produce alteraciones en el
metabolismo de carbohidratos y de lipidos en crias de ratas madres con diabetes

experimental.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar las alteraciones en el metabolismo de carbohidratos y lipidos en crias

de ratas con diabetes gestacional.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Establecer un modelo de diabetes gestacional en rata.

2.- Determinar alteraciones en el metabolismo de carbohidratos en crias de ratas
diabéticas.

3.- Determinar alteraciones en el metabolismo de lipidos en crias de ratas

diabéticas.
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MATERIALES Y METODOS

Los animales empleados en el presente trabajo fueron ratas hembra adultas
de la cepa Wistar de 12 semanas de edad con un peso de 300£20 g, las cuales
fueron mantenidas en el bioterio del Instituto de Quimico-Biolégicas de la
U.M.S.N.H., siguiendo los protocolos vigentes para el uso de animales de
investigacion (SAGARPA, 2001), con alimento y agua ad-libitum, ciclos de luz y
oscuridad de 12h (7-19h), temperatura de 24.0+2 °C y humedad relativa de
60.0+5%.

Induccion de Diabetes Mellitus Experimental

A las ratas, se les determind la etapa del ciclo estral mediante frotis vaginal.
Posteriormente, empleando el método de la triada, se colocaron tres ratas
hembras en estro con un macho de fertilidad comprobada, manteniéndolos juntos
en la misma jaula toda la noche. Por la mafiana, se confirmé el apareamiento con
base en la existencia del tapon vaginal mucoso y/o la presencia de

espermatozoides. Ese dia se considerd como el dia cero de la gestacion.

Una vez gestantes, al grupo experimental conformado por seis ratas, se le
administré estreptozotocina (STZ) via intraperitoneal (IP), en dosis Unica de 45
mg/Kg de peso, disuelta en solucion amortiguadora de citratos pH 4.5; al grupo
control se le administré6 un volumen equivalente del vehiculo. Cuarenta y ocho
horas después se cuantificd la glucosa en sangre obtenida por una puncion de la
vena caudal, empleando un glucometro (Accu-Chek® performa) y su
correspondiente tira reactiva. En estudios previos, se ha reportado que cifras
iguales o superiores a 243mg/dL de glucosa en ayuno sugieren la presencia de
DM en ratas y ratones. (Han et al.2008) Se consideraron diabéticas aquellas ratas

que presentaron un nivel de glucosa = a 200 mg/dl. Para estos grupos diabéticos,
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solo se incluyeron las ratas prefiadas que mantuvieron durante todo el embarazo

un nivel de glucemia mayor o igual al valor mencionado.

Es importante sefialar que la SZT inyectada a las madres gestantes se
administré al cuarto dia antes de la implantacion del blastocisto, lo que sucede
hacia el sexto dia de gestacion en la rata. Ademas, mediante estudios de
farmacocinética se ha demostrado que este farmaco se elimina del torrente
sanguineo en un lapso maximo de 4-6 horas. (Rodriguez B, Streptozotocin-
Induced diabetes: induction, mechanism and dose dependency. En: Experimental
models in diabetes, 2001) Esto determina que los resultados obtenidos no se
atribuyan a la SZT sino al efecto que tenga la hiperglucemia materna durante la

gestacion.

Durante el periodo de gestacién se realiz6 lo siguiente:

1. Registro diario del peso corporal usando una balanza granataria con canastilla
TRIPLE BEAN, marca OHAUS®.

2. Medicion de glucemia, 1 vez/ semana, empleando un glucometro Accu-chek®
performa y su correspondiente tira reactiva Accu-chek® performa.

Obtencién de muestra sanguinea intracardiaca
Antes del sacrificio de las crias de las ratas tuvieron alimento ad libitum debido a
que las crias de ratas diabéticas, teniendo un mayor cuidado debido que

presentaron microsomia, bajo peso etc.

A los 21 dias, las ratas madres y crias fueron anestesiadas con pentobarbital
63mg/kg, se tomaron muestras por via intracardiaca, y se obtuvo muestra

sanguinea en ayuno para realizar la determinacién de lo siguiente:

1. Glucosa.
2. Triglicéridos.

4. Colesterol.
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5. HDLD
6. LDLD
7. Lipidos totales.

NOTA: La glucosa, los triglicéridos, el colesterol, HDLD, LDLD vy los lipidos
totales se determinaron en espectrofotométricamente con un kit de reactivos de la
marca Randox en un equipo marca spectronic® 20 genesys t (La informacion de
la metodologia empleada para cada una de las determinaciones se encuentra

descrita en la seccion de anexos).

Medicién de glucosa

La glucosa se midié antes del embarazo y fue monitorizada durante la prefiez
cada 7 dias, durante los 21 dias que dura la prefiez en la rata, con ayuda de un
glucémetro la muestra se obtuvo de la arteria caudal de las ratas. Al terminar el
destete (21 dias), las ratas madre fueron sacrificadas y al cumplir las crias un mes
de edad fueron sacrificadas obteniendo antes una muestra sanguinea por via

intracardiaca.

Determinacion de los niveles de lipidos
El colesterol, los triglicéridos y la glucosa se determinaran por los métodos
especificados en el anexo.

Peso

Las madres gestantes y las crias de cada uno de los grupos se pesaron

diariamente en una balanza granataria con canastilla.
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RESULTADOS

Caracteristicas de las crias

Fue observada una alta tasa de mortalidad en la descendencia de ratas que
cursaron con diabetes durante el embarazo, algunas de las crias nacieron
muertas, mientras que otras fallecieron pocos dias después del alumbramiento.
Este fendmeno no se observo en las crias de ratas control (CRC), pues el nUmero

de individuos por camada permanecio constante hasta el momento del sacrificio.

Se monitored la glucosa de las ratas madres durante el embarazo, para observar
la correcta implementacion del modelo de diabetes mellitus experimental con

respecto al grupo control, y se obtuvieron los siguientes resultados.

Valores obtenidos en ratas diabéticas mayores a 650 mg/dL este valor es el

maximo medible por el glucémetro utilizado.
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Figura 6. Niveles de glucosa de las ratas gestantes de los grupos control y diabético.
Promedio y desviacion estandar de 6 ratas por grupo. *p<0.05, t-Student.
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El registro de peso corporal se puede observar el la figura 4, donde se

puede apreciar una disminucion significativa de peso en las ratas diabéticas con

respecto al grupo control.

Alumbramiento
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Figura 7. Peso corporal de las ratas madre. Promedio y desviacidon estandar de 6 ratas por

grupo. *p<0.05, t-Student.

Las crias de las ratas diabéticas mostraron una disminucion significativa de peso

como se observa en la figura 5.

150+

WY

o

o
|

Peso corporal (9)
3
*

I Grupo control
I Grupo diabético

1 2

3 4
Tiempo (Semanas)

Figura 8. Peso corporal de las crias. Promedio y desviacién estandar de 6 ratas por grupo.

*p<0.05, t-Student.
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A un mes de nacidas, las crias de las ratas diabéticas mostraron un indice

glucémico inferior a las descendientes de las ratas control (p<0.05).

250 1~
200 1

150 +

@ CONTROL
Bl DIABETES

100 +

GLUCOSA (mg/dL)

50 4

Figura 9. Niveles sanguineos de glucosa. Cada valor muestra el promedio + error estandar
en 5 crias de madres control con 5 crias de madres diabéticas con un mes de nacimiento.
*p<0.05, t-Student.

Después de un mes de nacimiento de las crias, en las descendientes de ratas
diabéticas el nivel de triglicéridos 113.6+16.01mg/dl es un poco mayor que el de
las crias de madres control, las cuales muestran un valor de 100.4+18.22mg/dl; al

realizar la comparacion entre grupos, esta diferencia no es significativa.
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Figura 10. Niveles sanguineos de triglicéridos. Cada valor muestra el promedio % error
estandar en 5 crias de madres control con 5 crias de madres diabéticas con un mes de
nacimiento.
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Una vez que transcurrio el tiempo de un mes, en las crias de ratas
diabéticas el nivel de colesterol en sangre fue de 92+2.88 mg/dL, un valor mas
elevado que el de las crias de madres control que alcanzaron 71.8+3.21 mg/dL
(p<0.05).

100 - *

80 -

60 4 @ CONTROL

@ DIABETES
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* P<0.05 VS. CONTROL, t- student

Figura 11. Niveles sanguineos de colesterol. Cada valor muestra el promedio % error
estdndar en 5 crias de madres control con 5 crias de madres diabéticas con un mes de
nacimiento. *p<0.05, t-Student.

Sin embargo, al comparar entre los indices de lipoproteinas de alta densidad, no
hubo diferencia significativa entre los grupos (crias control 46.44+2.09mg/dl vs.
crias diabéticas 43.16+1.04mg/dl).
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Figura 12. Niveles sanguineos de HDL. Cada valor muestra el promedio + error estandar en 5
crias de madres control con 5 crias de madres diabéticas con un mes de nacimiento.

p.Q.F.B. Nayelli Delgado Arellano

52



U.M.S.N.H. Facultad de Quimico Farmacobiologia

Mientras que los valores de lipoproteinas de baja densidad, tuvieron un
incremento considerable en las crias diabéticas 18.66+0.98mg/dl al compararse
con el grupo control 29.24+2.12mg/dl.
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* P<0.05 VS. CONTROL, t, student

Figura 13. Niveles sanguineos de LDL. Cada valor muestra el promedio + error estandar en 5
crias de madres control con 5 crias de madres diabéticas con un mes de nacimiento.
*p<0.05, t-Student.

Al valorar el balance de lipidos totales en sangre, se observé que la concentracion
tiene un valor de 309.96+37.78mg/dl en crias de ratas control, lo que es menor
que los niveles del grupo de crias diabéticas, quienes alcanzaron un valor de
370.08+33.81mg/dl (p<0.05).
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Figura 14. Niveles sanguineos de lipidos totales. Cada valor muestra el promedio * error
estandar en 5 crias de madres control con 5 crias de madres diabéticas con un mes de
nacimiento. *p<0.05, t-Student.

p.Q.F.B. Nayelli Delgado Arellano

53



U.M.S.N.H. Facultad de Quimico Farmacobiologia

DISCUSION DE RESULTADOS

En el presente estudio, mediante la administracion de una dosis Unica de
STZ de 45 mg/kg via IP se implementd un modelo de diabetes mellitus
experimental en ratas gestantes. Los niveles de glucosa en sangre, inicialmente
en ambos grupos tuvieron valores normales de 93.16+3.60 mg/dl. Una vez
inducida la diabetes con STZ, se elevaron los valores de glucemia en las ratas del
grupo diabético alcanzando niveles superiores a 400 mg/dL (jError! No se
encuentra el origen de la referencia.), la hiperglucemia en el grupo diabético se
mantuvo hasta el final del experimento y fue significativamente mayor que los
niveles de glucosa del grupo control (p<0.05). El peso corporal de las ratas
diabéticas se mantuvo en niveles inferiores con respecto al control, y este no
alcanzo en ningin momento los niveles normales de peso (jError! No se encuentra
el origen de la referencia.), se observaron también algunos signos de la patologia
diabética. Lo que concuerda con estudios realizados por otros investigadores (Bell,
1983; Rodriguez, 1999; Rakieten, 1963), demostrando con ello que nuestro

modelo de diabetes mellitus gestacional fue implementado correctamente.

Estudios experimentales de diabetes gestacional severa, demuestran que en la
patologia diabética se produce un retraso en el crecimiento fetal e incremento de
dias en el periodo de gestacion, comparado con lo que sucede con las ratas no
diabéticas (Erikson, 1980). En resultados de nuestra investigacién observamos
efectivamente en las crias de madres diabéticas, que no tuvieron un control de su
hiperglucemia durante la gestacion, presentaron una disminucion significativa de
peso al compararse con su control (p<0.05), la diferencia fue de hasta un 36.38%
menos al mes de edad de las crias (jError! No se encuentra el origen de la

referencia.).
Al mes de nacimiento, las crias de las ratas diabéticas mostraron un indice
glucémico significativamente inferior a compararse con las descendientes de las

ratas control (Figura 6). Esto podria deberse a que durante el periodo intrauterino
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los fetos sometidos al estrés hiperglucémico desarrollan una sobreproduccion de
insulina; una vez que nacen y se alimentan por si mismas, la produccion de
insulina continua siendo elevada por lo que la glucosa es absorbida en mayor
proporcion por las células ya que la insulina es una hormona que extrae la glucosa
de la sangre (A.D.A.M., 2013).

Los resultados obtenidos muestran que en las crias de ratas diabéticas el
nivel de colesterol es signifcativamente mayor que en el grupo control (figura 15).
Un valor bajo de colesterol HDL observado en resultados de crias de madres
diabéticas (figura 12); es un indicador firme de enfermedad coronaria ademas
tiene el riesgo, de padecer la enfermedad cardiaca coronaria debiéndose ésta a
diversas causas: triglicéridos elevados, sobrepeso y obesidad, inactividad fisica,
tabaco, ingestas muy altas de carbohidratos (>60% de calorias) y ciertas drogas

como los esteroides, anabolizantes.

Algunas investigaciones indican que un colesterol LDL elevado es una causa
mayor de enfermedad cardiaca coronaria. Fendmeno observado en las crias de
ratas diabéticas en cuanto a las LDL, lo que tuvo repercusion en el incremento
sobre la cantidad de lipidos totales disponible en el torrente sanguineo (figura 16 y
17). Como consecuencia, estas LDL pequefias y densas aumentan su tiempo de
vida media en la circulacion sanguinea, asi como su concentracién plasmatica
(Kinoshita, 1990). Existe una correlacion entre concentraciones elevadas de
colesterol- LDL en plasma y la incidencia de aterosclerosis, base del infarto de
miocardio y accidentes cerebrovasculares. Por lo que diversos estados
patologicos se ven asociados con niveles elevados de LDL: nefrosis, diabetes,
obesidad, algunos medicamentos y el tabaco (Tietz, 1991; Young, 1997).

Una elevacion de la fraccion LDL con respecto al HDL se ha relacionado con
incremento en la viscosidad de la sangre, lo que involucra un mayor gasto
cardiaco y que con el tiempo puede originar hipertension, ateroesclerosis, o
enfermedad cardiaco coronaria (Bierman, 1992). Estos resultados evidencian que
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la DG causa alteraciones transgeneracionales como se ha descrito por algunos

autores (Zambrano, 2009).

CONCLUSION

Debido a la prevalencia que existe en esta patologia al obtener los

resultados logramos concluir que:

% Las ratas tratadas con estreptozotocina presentaron signos de la patologia
diabética, ademas bajo peso el cual a pesar del embarazo nunca alcanz6 a
su respectivo control y un retardo en el periodo gestacional. El impacto en
su salud fue tan significativo que incluso en algunos de los individuos
experimentales provoco la muerte.

% Con respecto a las crias de ratas diabéticas, se observéd una disminucién de
crias por camada e incremento del indice de muerte perinatal. Al nacer
mostraron microsomia y retraso en el crecimiento; asi como una
disminucion significativa de peso.

% Ademas, las crias de ratas diabéticas presentan alteraciones en su
metabolismo, observandose cambios en los niveles de glucosa, colesterol,
HDL, LDL vy lipidos totales en la sangre.

PERSPECTIVAS

» Dar seguimiento a las crias de las madres diabéticas para evidenciar
cambios tardios en el metabolismo. Ya que dichos cambios en el animal
adulto pueden estar involucrados con la manifestacion del sindrome

metabdlico.
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ANEXO

Medicién de glucosa
GLUCOSA
Método enzimético (GOD-PAD)

FUNDAMENTO DEL METODO
La enzima glucoxidasa cataliza la oxidacion de glucosa a gluconato y peroxido de
hidrégeno. La concentracion de glucosa es proporcional al H202, este puede

medirse apareandolo con un indicador de peroxidasa.

La determinacion de glucosa se efectia mediante el método de Trinder segun las
siguientes reacciones:
GOD
Glucosa+ 02+ H.O0 —m> H202 + Gluconato
POD
2H202 + Fenol + 4-AF —— > Quinona + 4H20

Abreviaturas:
GOD = Glucosa oxidasa
POD = Peroxidasa

4-AF = 4-aminofenazona

MUESTRA CLINICA:
+ Suero o plasma venoso.
+ La muestra debe recolectarse en ayuno excepto por el agua, durante ocho

horas cuando menos antes de la prueba.
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+ La muestra debe recolectarse en tubo colector de tapon rojo para suero el
cual no contiene anticoagulante, o de color lila el cual contiene EDTA
anticoagulante para obtener plasma.

% La muestra debe centrifugarse a 3500 rpm durante 5 min para separar el
suero y plasma.

% La glucosa en suero o plasma es estable al menos 3 dias a 2-8°C.

REACTIVOS

REACTIVO 1 TRIS pH 7.4 92 mmol/L
Tampdn Fenol 0.3 mmol/L

REACTIVO 2 Glucosa oxidasa 15000 U/L
Vial de enzimas Peroxidasa 1000 U/L
4-Aminofenazona 2.6 mmol/L

ESTANDAR Sol. Glucosa 100 mg/L
CONTROL NORMAL Spinreact.

Preparacion:
e Disolver los enzimas del R.2 en el contenido del R.1.
e Esta solucibn monorreactiva es estable 1 mes a 2-8°C 6 7 dias a 15 — 25°C,

al abrigo de la luz.

EQUIPO
e Espectrofotdmetro o analizador para lecturas de 490-550 nm.

e Centrifuga.

MATERIAL
e 5 Tubos de ensaye de 13 X100mm.

e 1 micropipetas de 1.0 mL.
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e 1 Micropipeta de 100L.
e Puntas para micropipeta.
e Gradilla.

CONDICIONES DE ENSAYO
e Longitud de onda: 505nm (490-550)
e Temperatura: 30/37°C
e Cubeta: 1cm. Paso de luz

e Ajuste a cero con blanco de reactivo.

1. Pipetear en tubos de ensayo:

Blanco Estandar Muestra Muestra
Control

Estandar -- 10mL - -
Muestra -- -- 10mL --
Muestra -- -- -- 10mL
Control
Reactivo al | 1.0mL 1.0mL 1.0mL 1.0mL
uso

2. Mezclar e incubar 10 min a 37°C 6 30 min a temperatura ambiente.
3. Leer la absorbancia (A) a 505nm.

4. Coloracién estable 30 minutos a temperatura ambiente.

CALCULOS
Abs. Muestra

mg /dL Glucosa = ———- x Conc. estandar.
Abs. Estandar

mg/dL x 0.0555 = mmol
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Concentracion del estandar: 100 mg/dL

COLESTEROL TOTAL
Método enzimatico (GOD-PAD)

FUNDAMENTO DEL METODO

La colesterol esterasa hidroliza los ésteres de colesterol presentes en la muestra
dando colesterol libre y acidos grasos, en una posterior oxidacion enzimatica
mediante la colesterol oxidasa se forma H202 y colesterona. El H202 se valora por
la reaccion Trinder, mediante un cromdgeno, fenol y 4- Aminoantipirina, en
presencia de Peroxidasa, formando una quinonimina cuya coloracién, encarnada,

es proporcional a la concentracion de colesterol presente en la muestra.

Colesterol Esterasa

Esteres de colesterol + H20 Colesterol + Acidos grasos.

Colesterol oxidasa

Colesterol + O2 4-colesterona + H20:2
Peroxidasa

2H202 + 4-amino-antipirina + fenol > Quinonimina + H20

REACTIVOS

REACTIVO 1 Tampén pH 6.9 90mmol/L

Fenol 26 mmol/L

REACTIVO 2

Vial enzimas Peroxidasa 1250 U/L
Colesterol esterasa

Colesterol oxidasa 300 U/L
4-Aminoantipirina 0.4 mmol/L
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ESTANDAR Solucion Colesterol 200 mg/dL
CONTROL NORMAL Spinreact.

Preparacion:

+ Disolver con agitacion suave el contenido del vial de enzimas R.2 con un
poco de R.1 amortiguador, una vez disuelto el liofilizado retornar al frasco
original del amortiguador, homogeneizar la solucion.

+ Esta solucion es estable 4 meses en refrigeracion 2-8°C ¢ 40 dias a 15-

25°C protegido de la luz.

EQUIPO

« Espectrofotometro o analizador para lecturas a 500-550nm.
% Centrifuga.

+ Bafio de agua a 25 o0 37°C.

MATERIAL
¢ 5 Tubos de ensayo de 13 x 100 mm
% 1Micropipetas de 1mL
% 1Micropipeta de 10mL
e Puntas para micropipeta.
e Gradilla.

PROCEDIMIENTO
CONDICIONES DE ENSAYO

% Longitud de onda.......... 505nm (500-550)
% Cubeta.......... 1 cm paso de luz
« Temperatura.......... 25-37°C

« Ajustar el espectrofotdmetro a cero frente a agua destilada.
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1. Pipetear en tubos de ensayo:

Facultad de Quimico Farmacobiologia

Blanco Estandar Muestra Muestra
Control

Estandar -- 10mL -- --
Muestra -- -- 10mL --
Muestra -- -- -- 10mL
Control
Reactivo  al | 1.0mL 1.0mL 1.0mL 1.0mL
uso

2. Mezclar e incubar 5 minutos a 37°C 6 10 min a temperatura ambiente.
3. Ajustar el aparato a cero con el blanco de reactivos.
4. Leer a 505nm (500-550) la densidad éptica del estandar y de la muestra.

5. La coloracion sera estable durante 60 min.

CALCULOS

Abs de la muestra

X Concentracion  del estandar (200 mg/dl)=

Concentracion

Abs del estandar de colesterol

Factor de conversion: mg/dL x 0.0258 = mmol/L (SI).
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COLESTEROL HDL
REACTIVO PRECIPITANTE

FUNDAMENTO DEL METODO

Las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y de baja densidad (LDL)
presentes en la muestra, precipitan en presencia de fosfotungstato y iones
magnesio. El sobrenadante contiene las lipoproteinas de elevada densidad (HDL),
cuyo colesterol se cuantifica espectrofotométricamente mediante las reacciones

acopladas descritas a continuacion:

Colesterol esterificado + HoO —Colesterolasa - Colesterol + Acido graso

Colesterol + ¥2 O2 + H,O —coloxidasa | Colestenona + H20:2

2 H202 + 4 — Aminoantipirina + Fenol| —Reroxidasa » Quinonaimina + 4 H20

CONTENIDO Y COMPOSICION
A. Reactivo: 1 x 50 mL. Fosfotungstato 0,4 mmol/L, cloruro de magnesio 20

mmol/L.

S. Patron de Colesterol HDL: 1 x 5mL. Colesterol 15 mg/dL. Patron primario

acuoso.

CONSERVACION
Conservar a 2-8°C.
El Reactivo y el Patron son estables hasta la fecha de caducidad indicada en la
etiqueta, siempre que se conserven bien cerrados y se evite la contaminacion

durante su uso.
Indicaciones de deterioro:

—Reactivo: Presencia de particulas o turbidez.

—Patron: Presencia de particulas o turbidez.
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REACTIVOS ADICIONALES

Estos reactivos auxiliares deben ser utilizados junto con el Reactivo de Colesterol

contenido en cualquiera de los kits de Colesterol.

PREPARACION DE LOS REACTIVOS
Tanto el Reactivo como el Patrén estén listos para su uso.

EQUIPO ADICIONAL
—-Centrifuga de sobremesa
—-Bano de agua a 37°C (opcional)

—Analizador, espectrofotometro o fotdmetro para lecturas a 500 £ 20 nm

MUESTRAS

Suero o plasma recogidos mediante procedimientos estandar.

El Colesterol HDL en suero o plasma es estable 7 dias a 2-8°C.

anticoagulantes como la heparina, EDTA, oxalato o fluoruro, no interfieren.
PROCEDIMIENTO

Precipitacion

1. Pipetear en un tubo de centrifuga (Nota 1):

Muestra 0,2 mL

Reactivo (A) (kit de Colesterol HDL) 0,5 mL

2. Agitar bien y dejar durante 10 minutos a temperatura ambiente.

3. Centrifugar durante 10 minutos a un minimo de 4.000 r.p.m.

4. Recoger con cuidado el sobrenadante (Nota 2).Colorimetria

5. Atemperar el Reactivo (kit de Colesterol) a temperatura ambiente.
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6. Pipetear en tubos de ensayo: (Nota 3).

Facultad de Quimico Farmacobiologia

Blanco Patron Muestra
Agua destilada oo |-
Patrén colesterol | ----- oop | e
HDL
Sobrenadante |- | - 100puL
muestra
Reactivo (A) 1,0mL 1,0mL 1,0mL

7. Agitar bien e incubar los tubos durante 30 minutos a temperatura ambiente (16-

25°C) o durante 10 minutos a 37°C.

8. Leer la absorbancia (A) del Patron y de la Muestra a 500 nm frente al Blanco. El

color es estable durante al menos 30 minutos.

CALCULOS

La concentracion de colesterol HDL en la muestra se calcula a partir de la

siguiente formula general:

A Muestra

A Patréon

x C Patron x Factor dilucion muestra = C Muestra

Si se utiliza para calibrar el Patron de Colesterol HDL suministrado (Nota 4).

A Muestra

A Patrén

x 52,5 = mg/dL colesterol HDL

x 1,36 = mmol/L colesterol HDL

VALORES DE REFERENCIA

p.Q.F.B. Nayelli Delgado Arellano

77



U.M.S.N.H. Facultad de Quimico Farmacobiologia

Las concentraciones de colesterol de HDL varian considerablemente con la edad y
el sexo. El siguiente valor discriminante ha sido recomendado para identificar
individuos con elevado riesgo de enfermedad coronaria.

Hasta 35 mg/dL = 0,91 mmol/L Elevado

> 60 mg/dL = > 1,56 mmol/L Bai
ajo

NOTAS
1. Se pueden modificar los volumenes de muestra y Reactivo A, manteniendo la

misma proporcion.

2. El sobrenadante debe ser completamente claro. En caso de persistir la turbidez
o de no obtener una buena sedimentacion del precipitado, adicionar otros 0,5 mL
de Reactivo A, mezclar bien y centrifugar de nuevo. Multiplicar el resultado

obtenido por 1,7 para corregir la dilucion efectuada.

3. Estos reactivos pueden utilizarse en la mayoria de analizadores automaticos.

Solicite informacioén a su distribuidor.
4. La calibracion con el patrén acuoso suministrado puede causar sesgos,

especialmente en algunos analizadores. En estos casos, se recomienda calibrar

usando un patrén de base sérica (Calibrador Bioquimica, cod. 18011 y 18044).

COLESTEROL LDL

Método enzimatico colorimétrico

FUNDAMENTO DEL METODO

Este método directo para cuantificar el colesterol en las lipoproteinas de baja
densidad (LDL) se basa en una prueba enzimatica homogénea en la que la
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precipitacion diferencial y la posterior sedimentacion del resto de lipoproteinas y
quilomicrones han sido eliminadas.

El procedimiento consta de dos etapas. En la primera el colesterol de las
lipoproteinas distintas a las LDL presentes en la muestra se descomponen por la
accion simultanea de la colesterol esterasa (CE) y la colesterol oxidasa (CO) a pH
7,0, dando como productos finales colestenona y peréxido de hidrégeno
convirtiéndose éste Ultimo en oxigeno y agua por la accion de la catalasa. En una
segunda etapa, un tensioactivo que actia especificamente sobre la LDL se afiade
al producto del paso anterior, cuantificandose el colesterol residual mediante una
reaccion tipo Trinder en la que el derivado anilinico,b HDAOS*, y la 4-
aminoantipirina (4-AA) se condensan por el H202 en presencia de peroxidasa
(POD) para formar una quinonaimina roja proporcional a la concentracion de

colesterol-LDL de la muestra.

*N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3,5-dimetoxianilina.

COMPOSICION DE LOS REACTIVOS

R1 Reactivo enzimético. Tampon GOOD 100 mmol/L pH 7,0, CE 5 U/mL, CO 1
U/mL, catalasa 200 KU/L, HDAOS 1mmol/L.

R2 Reactivo POD/4-AA.POD 15 U/mL, 4-AA 4 mmol/L.

CAL Calibrador HDL/LDL. Optativo. Ref. 1972005.

El valor de concentracion es trazable al Material de Referencia

Certificado 1951a.

PREPARACION DE LOS REACTIVOS

Los reactivos R1y R2 estan listos para su uso. La estabilidad abiertos y situados
en el analizador a 2-10°C es de 2 meses.

MUESTRAS

Suero o plasma heparinizado u obtenido con EDTA. El paciente estara en ayunas
desde la noche anterior a la extraccion. Separar las células dentro de las 3 horas

siguientes a la venipuntura. Las muestras pueden conservarse 2 semanas a 4-8°C
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6 3 meses a —20°C.

INTERFERENCIAS
e Lipemia (intralipid >1 g/L) puede afectar los resultados.
e Bilirrubina (40 mg/dL) no interfiere.
e Hemoglobina (12 g/L) no interfiere.

e Otros medicamentos y sustancias pueden interferir

EQUIPO ADICIONAL
e Fotometro o colorimetro para mediciones a 600 (+10 nm).
¢ Unidad termostatizada ajustable a 37°C.
e Cubetas de 1-cm de paso de luz.

¢ Pipetas de volumen variable para reactivos y muestras.

TECNICA
1. Equilibrar reactivos y muestras a temperatura ambiente.

2. Pipetear en cubetas rotuladas:

Cubetas Blanco Muestra Calibrador
R1 300pL 300pL 300pL
Muestra | ------ 21 |
CAL | e 4uL
3. Mezclar e incubar 5 minutos a 37°.
4. Anadir.

| R2 | 100pL | 100pL | 100pL

5. Mezclar por completo e incubar 5 minutos adicionales a 37°C.
6. Leer la absorbancia (A) de la muestra y del calibrador a 600 nm frente al

blanco de reactivo.
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CALCULOS

A Muestra

Facultad de Quimico Farmacobiologia

A caiibrador X C Calibrador = mg/dL Colesterol-LDL

Para expresar los resultados en unidades Sl aplicar: mg/dL x 0,0259 = mmol/L

VALORES DE REFERENCIA

Grupos de riesgo clasificados segun los niveles de C-LDL.

Niveles de Colesterol-LDL RIESGO
< 100 mg/dL (2,59 mmol/L) Muy bajo
100 - 129 mg/dL (2,59-3, 12 mmol/L) Bajo

130 — 159 mg/dL (3,37 -4,12 mmol/L) Moderado
160 — 189 mg/dL (4,14 — 4,89 mmol/L) Alto

= 190 mg/dL (4,92 mmol/dL) Muy alto

TRIGLICERIDOS
Método enzimético (GOD-PAD)

FUNDAMENTO DEL METODO

Los triglicéridos son hidrolizados enzimaticamente a glicerol, el cual, mediante

Glicerol cinasa y Glicerol-P-oxidasa, libera el perdxido de hidrogeno que se valora

mediante la reaccion de Trinder, de acuerdo a las siguientes reacciones.

LPL

Trigliceridos + HO—> Gilicerol + Acidos grasos.

GK

Glicerol + ATP—> Glicerol-3-P + ADP.

GPO

Glicerol-3-P + O,—> Dihidroxiacetona-P + H20:..

POD

H202 + 4-AF + p-clorofeno——— >  Quinona + H20.
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La cantidad de la quinona formada es proporcional a la concentracion de

triglicéridos.

Abreviaturas: LPL = Lipoproteinlipasa; GK = Glicerol Cinasa ; GOP = Glicerol-P-

oxidasa; POD = Peroxidasa.

X/
L X4

La muestra debe recolectarse en ayuno total excepto agua, durante un
lapso de 12 a 14 horas antes de la prueba.

La muestra debe recolectarse en tubo recolector al vacio de tapéon rojo el
cual no contiene anticoagulante.

Para separar el suero la muestra debe centrifugarse durante 10 minutos a
3500rpm.

La estabilidad de la muestra es de una semana guardada, tapada y a 2-8°

C 6 3 meses congelada a -20 °C.

REACTIVOS
REACTIVO 1 Tampon GOOD pH 7.5 50mmol/L

Tampon p-clorofenol 2mmol/L

REACTIVO 2 Lipoproteinlipasa 150000 U/L
Vial enzimas Glicerol Kinasa 500 U/L
Glicerol-P-oxidasa 2500 U/L

Peroxidasa 440 U/L

4-Aminofenazona 0.1 mmol/L

ATP 0.1 mmol/L

ESTANDAR Sol. Triglicéridos 200 mg/dL
CONTROL NORMAL Spinreact.

Preparacion:

Disolver el contenido del vial enzimas R.2 en el frasco de solucion tampén R.1
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EQUIPO
e Espectrofotdmetro o analizador para lecturas a 500-550nm.
e Centrifuga.

e Bafo de agua a 25 o 37°C.

MATERIAL
» 5 Tubos de ensayo de 13 x 100 mm
1 Micropipetas de 1mL
1 Micropipeta de 10mL
Puntas para micropipeta.
Gradilla.
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PROCEDIMIENTO

CONDICIONES DE ENSAYO
% Longitud de onda.......... 505nm (490-550)
s Temperatura: 25/ 30/37°C
s Cubeta.......... 1 cm paso de luz

% Ajustar el espectrofotdmetro a cero frente a agua destilada.

1. Pipetear en tubos de ensayo:

Blanco Estandar Muestra Muestra
Control

Estandar - 10mL -- -
Muestra -- -- 10mL --
Muestra -- -- -- 10mL
Control
Reactivo al | 1.0mL 1.0mL 1.0mL 1.0mL
uso
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2. Mezclar e incubar 5 min a 37°C 6 10 min a temperatura ambiente.
3. Medir la densidad 6ptica a 505 nm (490-550), frente al blanco de reactivos.

4. El color ser& estable durante 30 min.

CALCULOS
Absorbancia de la muestra
X Conc. del estdndar = Conc. muestra.

Absorbancia del estandar
Factor de conversién: mg/dL X 0.0113 = mmol/L
Conc. Estandar: 200mg/dL.

LIPIDOS TOTALES
CALCULOS:

Triglicéridos + colesterol (1.8).
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