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1. RESUMEN -

La frecuencia de la diabetes mellitus gestacional (DMG) se ha

Antecedentes.

incrementado en los ultimos afos y por ello se ha buscado comprender
mejor su etiopatogenia a través del estudio de la resistencia a la
insulina (RI) y la interaccion de la insulina con otras hormonas como la
ghrelina. La ghrelina es secretada en el estomago y actua
principalmente en la hipofisis donde tiene una funcién orexigénica.
Estudios previos muestran que el nivel de ghrelina se modifica durante
el embarazo debido al aumento de RI, insulina, leptina, prolactina
(PRL), lactégeno placentario (PL) y diversas citocinas. Asimismo, la
ghrelina se modifica con la hiperglucemia e hiperinsulinismo, estados
caracteristicos de la DMG motivo por el cual se realizé este estudio.
Objetivos.
Medir los niveles de ghrelina en el embarazo y 6 semanas después del
parto en mujeres con DMG y en mujeres embarazadas con tolerancia
normal a la glucosa (TNG).
Identificar la asociacion entre la concentracion de ghrelina y la
resistencia a la insulina en los dos grupos de estudio.
Método.
Se realizé un estudio observacional, prospectivo, comparativo,
longitudinal en el cual se incluyeron 49 mujeres embarazadas, 23 con
DMG y 26 con TNG. Se les tomé muestra de sangre venosa en el
tercer trimestre de embarazo y seis semanas posparto y se midio el
nivel de ghrelina e insulina por radioinmunoanalisis (RIA) y el nivel de
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glucosa, triglicéridos y colesterol por espectrofotometria. La resistencia
a la insulina se evalué por el modelo homeostatico HOMA RI. El
analisis estadistico se realizd6 con el programa IBM SPSS Statistics
version 21.
Resultados.
En el tercer trimestre de embarazo no se encontraron diferencias en
los niveles de ghrelina entre las mujeres con DMG y las mujeres con
TNG [mediana y rangos intercuartilicos 626.1 pg/mL (512.9-769.6) y
595.3 pg/mL (536.1-698.8) respectivamente]. A las seis semanas
posparto se incrementaron los niveles de ghrelina en ambos grupos y
no se encontro diferencia entre ellos [DMG 663.6 pg/mL (564.4-806.0)
y TNG 763.1 pg/mL (586.6-1008.2)]. Ademas, no se encontrd
asociacion entre ghrelina y Rl en el embarazo y a las seis semanas
posparto.
Conclusién.

Los niveles de ghrelina son menores en el embarazo que en el
posparto, no hay una diferencia en los niveles de ghrelina entre las
mujeres con DMG y las de TNG en el embarazo y a las seis semanas
posparto. Tampoco se obtuvo una asociacién entre los niveles de
ghrelina y la RI. Al parecer la ghrelina no se ve afectada en la
poblacién de estudio con DMG, la cual no presentd mayor RI en

comparacion a las mujeres con TNG.




2. INTRODUCCIO

En afios recientes se ha sefialado un incremento en la frecuencia de
DMG en paralelo al aumento de la obesidad en mujeres en edad
reproductiva, por lo cual ha sido de interés el conocimiento de su
etiopatogenia y la relacion entre ambas enfermedades.

La DMG se define como la intolerancia a la glucosa de severidad
variable que inicia o se reconoce por primera vez durante el
embarazo."*

Durante el embarazo debido a los efectos bloqueadores de otras
hormonas en la accién de la insulina, condicion denominada RI, que se
presenta regularmente después de la semana 20 de gestacion. La
respuesta normal ante esto es un aumento en la secrecion de la
insulina, sin embargo cuando esta secrecidn es incapaz de compensar
la Rl se presenta la DMG.®

En el proceso fisiopatoldgico de la DMG también se han involucrado
citocinas como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), interleucina
6 (IL-6) e IL-18 y diversas adipocinas como leptina y adiponectina.
Estas citocinas regulan la secrecion de la insulina y su actividad
contribuyendo a la RI. Se ha descrito una correlacion entre los niveles
de IL-6 con la adiposidad y con la Rl. En pacientes con DMG se han
identificado niveles incrementados de leptina, IL-6, TNF-a y niveles
disminuidos de adiponectina comparados con los de mujeres
embarazadas sin DMG, estas biomoléculas son inhibitorias de la
secrecion de ghrelina por lo que se espera que estas mujeres también
presenten menores niveles.>®

En el periodo del embarazo se han visto modificados los niveles de
ghrelina.7'12 Esta hormona es producida principalmente en el estbmago
y es transportada a través del torrente sanguineo unida a lipoproteinas
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de alta densidad (HDL) y a otras proteinas como la albumina. Su
principal accion biologica es la liberacidn de la hormona de crecimiento
(GH) y la regulacion del apetito a través del incremento en el nucleo
arcuato de la expresion del neuropéptido Y (NPY) y del péptido similar
a Agouti (AgRP), potentes estimuladores de la ingesta e inhibe a
neuronas productoras de propiomelanocortina (POMC) y del transcrito
regulado por cocaina y anfetaminas (CART), los cuales son
neuropéptidos anorexigénicos.'*

La ghrelina ademas ejerce numerosas acciones en los ejes lactotropo,
corticotropo y gonadotropo, modulando también la actividad cardiaca,
el ciclo suefo vigilia y el metabolismo de lipidos y carbohidratos.
Ademas es importante en la regulacion de la homeostasis energética a
largo plazo, ya que induce un incremento del peso corporal
estimulando la deposicion de grasas. Asimismo se ha encontrado que
la ghrelina promueve la diferenciacion de los preadipocitos a
adipocitos.”'*

En estudios de hiperglicemia e hiperinsulinismo se han observado
niveles disminuidos de ghrelina, sin embargo existe controversia en los
niveles obtenidos en la DMG. Se desconoce como se encuentran los
niveles en la poblacion mexicana, por lo cual se determinaron los
niveles de ghrelina y su relacion con insulina y Rl en el tercer trimestre
de embarazo (cuando se presenta una mayor Rl) y a las seis semanas
posparto, ya que la DMG es un factor de riesgo para desarrollar DM2 y

niveles bajos de ghrelina se han asociado a la aparicién de DM2.7%1%-
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3. MARCO TM’

3.1. Cambios fisiolégicos en el embarazo

El embarazo se define como el periodo comprendido desde la
concepcion hasta la expulsion o extraccion del feto y sus anexos. Es
considerado un modelo tricompartimental en el que interactuan la
madre, la placenta y el feto para garantizar el crecimiento y desarrollo

fetales.' 16

El adecuado crecimiento fetal se da mediante una interaccion
armonizada entre la madre, la placenta y el feto. Este equilibrio puede
ser alterado por factores ambientales o maternos (dieta, composicion
corporal, situacion endocrina y metabolismo). Los nutrientes de la
madre pasan a través de la placenta por las arterias uterinas y estos a

su vez acceden al feto por la vena umbilical (Fig.1)."®"’

Sistema d

" Peso
corporal

P A

g Morfologla
‘Metabolismo /|

/7 Ssituacion
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( Metabolismo Y

Nutrientes fetales

Potencial
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etaboens

Nutrientes maternos

Arterias uterinas

Figura 1. Modelo tricompartimental del embarazo.'®




El embarazo da lugar a un incremento en la necesidad energética
respecto al estado no gestacional de 90, 287 y 466 Kcal/dia en el
primer, segundo Yy tercer trimestre respectivamente. Estas calorias se
obtienen de una dieta equilibrada con la ingesta sugerida de 40 a 50%

de carbohidratos, 15 a 20% de proteinas y 20 a 35% de grasas.'®"®

El metabolismo materno experimenta una serie de cambios para
adaptarse a las necesidades fetales y placentarias. Durante el primer y
segundo trimestre estas necesidades son dirigidas al desarrollo de
organos y el crecimiento fetal esta limitado. Se presenta hiperfagia y
aumento de sensibilidad a la insulina, permitiendo que la madre
aumente el almacenamiento de lipidos en el tejido adiposo,
incrementando el indice de masa magra y por ende el peso corporal.
Se produce ademas un incremento en los niveles de leptina e insulina
séricas, la madre se encuentra predispuesta a la hipoglucemia de
ayuno debido al consumo de glucosa por la placenta y al crecimiento
fetal.’ En el tercer trimestre de embarazo el crecimiento fetal llega a
ser exponencial, aumentan las demandas nutricionales y se
incrementan las concentraciones hormonales séricas de PRL, PL,
hormona de crecimiento placentaria humana (PGH), cortisol materno y
progesterona, quienes participan en una reduccion de la sensibilidad a
la insulina en mas del 50% en el tejido adiposo y musculo

esquelético.” %18




La RI estimula la replicacion de células B, la transcripcion del gen de
la insulina, la secrecion de insulina dependiente de glucosa en los
islotes pancreaticos, promueve la lipolisis, la cetonemia de ayuno y la
hiperglucemia posprandial para incrementar la oferta de nutrientes al
feto. Por lo anterior, el periodo entre la semana 26 a 32 de gestacion

es de gran trascendencia desde el punto de vista metabdlico.” %8

3.2. Diabetes mellitus gestacional

La DMG se define como la intolerancia a la glucosa de severidad
variable que inicia o se reconoce por primera vez durante el embarazo.
Se presenta cuando la célula beta es incapaz de secretar la insulina

necesaria para compensar la resistencia a la insulina del embarazo.™

Existen varios factores de riesgo para la aparicion de la enfermedad
entre los que se encuentran DMG previa, historia familiar de diabetes
mellitus tipo 2 (DM2), sobrepeso, obesidad e incremento de la edad

materna.4'5’15’19'21

En México, las mujeres embarazadas se clasifican en tres grupos de

acuerdo a los factores de riesgo para desarrollar DMG:

e Bajo riesgo: peso normal al nacer, edad <25 afios, sin antecedentes
de diabetes en familiares de primer grado, con peso normal [indice
de masa corporal (IMC) <25 Kg/m?] antes del embarazo, sin

antecedentes obstétricos.




¢ Riesgo moderado: no cumplen criterios de bajo ni de alto riesgo.

e Alto riesgo: obesidad central, IMC >30, edad mayor a 30 afos,
historia familiar en primer grado de DM2, embarazo previo con DMG
o intolerancia a la glucosa, enfermedad hipertensiva especifica del
embarazo, abortos de repeticion, macrosomia de productos previos
(percentil >90)%, malformaciones fetales, hipertension sistémica,

antecedentes de 6bito y polihidramnios. 4°21%2

Las complicaciones de la DMG afectan a la madre y al feto. Las
complicaciones maternas son: enfermedad hipertensiva del embarazo,
infecciones de vias urinarias recurrentes, candidiasis vaginal, cesarea
o parto pretérmino.? En relacién al feto las principales complicaciones
son: aborto espontaneo, malformaciones congénitas, macrosomia,
organomegalia y 0bito.”**® En el neonato son: hipoglucemia,
hiperinsulinemia, ictericia, hipocalcemia, policitemia y sindrome de
dificultad respiratoria.?*?> Ademas durante su desarrollo tienen mayor
riesgo  de  desarrollar  obesidad, DM2 y  enfermedad
cardiovascular.®%32°%

En la mayoria de las mujeres los niveles de glucosa retornan a la
normalidad una vez concluida la gestacion. Sin embargo la DMG es un
factor de riesgo para desarrollar DM2 en el futuro. Se ha sefialado que
dos terceras partes tendran DMG en el siguiente embarazo, 20%
intolerancia a la glucosa en el periodo posparto y 50% desarrollaran
DM 2.11,20,26




3.2.1. Epidemiologia

En el afio 2013 la Federacion Internacional de Diabetes (International
Diabetes Federation, IDF) estim6 wuna incidencia global de
hiperglucemia durante el embarazo de 16.9%, de la cual el 90%
correspondié a DMG. La IDF también mostré una diferencia en este

porcentaje en relacién a las distintas regiones del mundo (Fig. 2). La

prevalencia de DMG fue mayor en Norteamérica, India, Australia y
27-28

Ameérica Latina.

>
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Figura 2. Distribucion mundial de DMG (datos de la IDF).?’

En México, se ha estimado una prevalencia entre 3 y 19.6% con un
promedio de 7%.?° De manera particular en un estudio realizado en el
Hospital Juarez de México se indicd una prevalencia de 13% en el
2010. En otro estudio realizado en el Instituto Nacional de

Perinatologia (INPER) se encontré una prevalencia de 8.4% en 2005,
9




mientras que en el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) se

sefialé una prevalencia del 17.7% en 2003.4%14.26

En anos recientes, se ha sefialado un incremento en la frecuencia de
DMG en paralelo al aumento de la obesidad en mujeres en edad

reproductiva.?

3.2.2. Fisiopatologia

Estudios prospectivos han mostrado que la DMG se asocia con una
disminucién de adiponectina y citocinas antiinflamatorias (IL-4, IL-10) y
con el incremento de leptina y citocinas proinflamatotrias (IL-6, TNF-
).?? Esta alteracién en la secrecion de adipocinas afecta la secrecion
de insulina y la sensibilidad a la insulina modificando el metabolismo
de glucosa. De esta manera, se ha sefialado una disminucién en la
funcién de la célula B del 41% durante el embarazo y 50% después del
embarazo® acompanada de una mayor RI*'En el desarrollo de la RI
se han implicado defectos post-receptor en la sefializacién de insulina
como la disminucion en la actividad del sustrato del receptor de
insulina (IRS-1) lo que contribuye a la disminucion en la utilizacién de

glucosa por el musculo.*
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3.2.3. Deteccion y diagndostico

Existen varios criterios para la deteccion y diagnéstico de la DMG.
Entre los mas utilizados se encuentran los de la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) y los de la Asociacion Americana de Diabetes
(ADA)."? Los criterios de la OMS son concentracién de glucosa
plasmatica en ayunas =126 mg/dL o glucosa plasmatica ocasional =
200 mg/dL confirmada al dia siguiente, realizadas entre las semanas
24 y 28 de gestacion. La OMS también sugiere realizar la prueba de
tolerancia oral a la glucosa (OGTT) ya sea con la prueba de un paso o
la de dos pasos. La OGTT de un paso consiste en una carga de 75g
de glucosa en 300 o0 400mL de agua y la OGTT de dos pasos consta
de un primer paso con una carga de 50g de glucosa y si después de
una hora la glucosa es 2140 mg/dL se realiza una segunda carga de
75 g de glucosa. Tanto en la prueba de un paso como en la de dos
pasos si la glucosa es mayor o igual a 140 mg/dL a las dos horas

postcarga se considera DMG'.

Los criterios diagnéstico de la DMG recomendados por la ADA son
realizar la prueba de OGTT de un paso o de dos pasos entre las
semanas 24 y 28 de gestacion. La prueba de un paso se realiza con
una carga de glucosa de 759 y se mide la glucosa plasmatica antes de
la carga, 1 hora y 2 horas postcarga. Si uno o0 mas valores estan por
arriba del valor umbral se considera DMG. En la prueba de dos pasos

primero se realiza una carga de 50 g de glucosa y una hora después
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se mide la glucosa plasmatica. Si ésta es mayor a 140 mg/dL se
realiza el segundo paso con una carga de 100g y se mide la glucosa
una, dos y tres horas después. Si dos o mas valores estan por arriba

de los sefialados en el cuadro 1 se considera DMG.?

Cuadro 1. Puntos de corte para el diagndstico de DMG propuestos por
la ADAZ.

OGTT un paso OGTT dos pasos
Cowant NODG
Ayunas = 92 mg/dL = 95 mg/DlI = 105 mg/dL
Carga de 50g =140 mg/dL 2140 mg/dL
1 hora =180 mg/dL >180 mg/dL =190 mg/dL
2 horas > 153 mg/dL >155mg/dL =165 mg/dL
3 horas >140 mg/dL =145 mg/dL

*NDDG: National Diabetes Data Group.

Los criterios utilizados en México para el diagnostico de DMG son los
de la NOM-015-SSA2-2010 que se basan en la medicion de glucosa
de ayuno o casual y en la realizacion de una prueba tamiz con carga
de 50g de glucosa y posteriormente una OGTT con carga de 100g o
de 75g, utilizando los puntos de corte del cuadro 2. Si dos 0 mas

puntos estan elevados se diagnostica DMG.>*%
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Cuadro 2. Puntos de corte para el diagndstico de DMG en México**

Dos Prueba tamiz  OGTT 100g OGTT 75¢g
ocasiones  50g

Ayunas 2126 mg/dL =95 mg/dL >95mg/dL =95 mg/dL
Casual 2200 mg/dL

1 hora > 180 mg/dL o =180 mg/dL = 180 mg/dL
=170 mg/dL*

2 horas > 155 mg/dL =155 mg/dL

3 horas = 140 mg/dL

* mujeres mayores de 30 afios

3.2.4. Tratamiento

Se ha propuesto que el tratamiento en DMG sea una terapia integral
que consista en: educacién en diabetes a la paciente y familiares
cercanos, plan alimenticio, actividad fisica y en caso necesario la

. ., . . 4,202
administracion de insulina. ™ 0,25

La educacién en diabetes es muy importante para el tratamiento ya
que de sus resultados depende la comprension y aceptacién por parte
de la paciente. Consiste en instruir a la paciente acerca de los riesgos
y complicaciones que la DMG implican para ella y el neonato a corto y
largo plazo, el plan de alimentacion y la modificacion de los habitos
alimentarios, los objetivos del control metabdlico, la utilizacién de
glucométro y tiras reactivas para la medicidon de glucosa y la utilizacién

de insulina.>?°
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El plan alimenticio consiste en una ingesta de 28 a 32 cal/kg de peso
por dia en el primer trimestre y de 36 a 38 cal/kg por dia en el segundo
y tercer trimestre del embarazo, de los cuales 40 a 45% corresponde
a carbohidratos, de 20 a 25% a proteinas y de 30 a 40% a lipidos. Las
grasas saturadas no deben exceder el 10% del total de lipidos y se
debe evitar la ingesta de carbohidratos simples y alimentos con alto
indice glucémico. Para pacientes con IMC >30 previo al embarazo se
recomienda una restriccion caldrica del 30%, la cual reduce el indice
de macrosomia sin riesgos para el feto. La dieta restrictiva no debe ser

menor a 1600 kcal/dia.>%%°

La programacion de actividad fisica se hace con previa valoracion
meédica y se recomienda que las pacientes se inscriban a un programa
de actividad fisica supervisado o que realicen una caminata leve de 20

a 45 minutos tres veces por semana.’

Cuando con la dieta y el ejercicio no se logra obtener una glucosa en
sangre menor de 95 mg/dL en ayuno y 140 mg/dL una hora
postprandial en un periodo de dos semanas, se recurre al tratamiento
farmacolégico con insulina. El esquema terapéutico de la insulina
consiste en una combinacion de insulina de accidn rapida con insulina
de accion intermedia (NPH) administrada 30 minutos antes del
desayuno y de la cena. Los requerimientos varian desde 0.3 Ul a 1.5
Ul por kilogramo de peso en relacién a diversos factores como el

descontrol metabdlico de las pacientes, a la presencia de sobrepeso u

14




obesidad, a la edad gestacional y a enfermedades concomitantes que
modifiquen la glucemia como la hiperémesis gravidica. La dosis total
calculada se divide en 2/3 antes del desayuno y 1/3 antes de la cena.
La razén NPH/rapida es 2/1 antes del desayuno y 1/1 antes de la

cena.*?®

Se recomienda iniciar con la minima dosis de insulina y gradualmente
incrementarla de acuerdo al automonitoreo con glucemias capilares

pre y postprandiales por lo menos tres veces por semana.?

3.3. Ghrelina

A finales de los afios 70 Bowers y colaboradores descubrieron los
primeros agonistas sintéticos con actividad similar a ghrelina, los
péptidos liberadores de GH (GHRPs) y los secretagogos de GH
(GHSs).>®* En 1996, Smith y colaboradores clonaron el receptor de los
GHS (GHS-R) y descubrieron que estos secretagogos al unirse a su
receptor incrementaban la concentracion intracelular de calcio
estimulando la sintesis de GH (Fig. 3).>* Este receptor es miembro de
la familia de receptores acoplados a proteinas G, tiene siete dominios
transmembrana y estd integrado por 366 aminoacidos.®
Posteriormente, en 1999 los estudios de Kojima y colaboradores®
llevaron a la identificacion de un péptido de 28 aminoacidos que se
unia al receptor secretagogo de la hormona de crecimiento subtipo 1a

(GHSR1a) y lo denominaron “ghrelina” (de la raiz protoindoeuropea
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“‘ghre” que significa crecimiento y del sufijo relin que significa

secrecion).”’

GHRH GHS Ghrelina

\ (smt‘co) (~Natural)
f 2

GHRH-R ”7 e
\cAMP 1\ / (Caz'h
Hipofisis
aH!
————— /|

Figura 3. Regulacion de la liberacion de GH en la hipdfis

is por estimulacién de los

receptores de péptidos liberadores (GHRH) y de los receptores de los secretagogos

de GH (GHS-R).¥

El gen que codifica a la ghrelina se localiza en el cromosoma 3p25-26

y esta compuesto de 5 exones. EIl RNAm traduce un péptido de 117

aminoacidos conocido como preproghrelina.

aminoacidos corresponden al péptido senal, los

Los primeros 25

aminoacidos 24 al 51

dan lugar a la ghrelina y del 76 al 96 dan lugar a la obestatina (Fig.

4).35, 37-39
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Figura 4. Sintesis de la ghrelina en la célula P/D del estc')mago.37

La ghrelina es producida principalmente en el estdmago por las células
X/A like en ratas y por las células P/D en humanos, contribuyendo con
el 65% de la ghrelina circulante ya que también se sintetiza en el tracto
gastrointestinal, tiroides, pancreas, rifiones, pulmoén, placenta,
testiculos, ovario, endometrio, miometrio, hipotalamo e hipdfisis. La
ghrelina es transportada a través del torrente sanguineo unida a HDL

y probablemente a alblimina. 33323740
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La ghrelina fue la primera hormona proteica en la que se identificd una

modificacion postraduccional a través de la unidén de un acido graso

(proceso de acilacion). El acido graso (C8 o C10) se agrega al grupo

hidroxilo de la serina de la posicion tres por accion de la enzima

ghrelina O-aciltransferasa (GOAT) (Fig. 5). Esta modificacién permite

la traslocacion de la ghrelina hacia la barrera hematoencefalica,

facilitando la interaccion con su receptor hipotalamico para ejercer su

accion bioldgica.

40-43

Célula A del estomago

HCH
HCH
H

Grupo n-octanoil

Figura 5. Proceso postraduccional en el que el péptido de ghrelina es acilado.*®
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La ghrelina acilada presenta algunas isoformas dependiendo del tipo
de acilacién, se le ha clasificado en cuatro tipos distintos: ghrelina
27aa octanoilada, ghrelina decanoilada, ghrelina 27aa decanoilada y
ghrelina octanoilada. Todas estas formas estan presentes tanto en
estbmago como en plasma de humanos. Si no se da el proceso de
acilacion se denomina ghrelina desacilada. Aproximadamente el 80-
90% de la ghrelina en circulacion se encuentra en forma desacilada.
La vida media en plasma de la ghrelina acilada es de 9 a 13 minutos y

la de la desacilada es de 27 a 31 minutos, #0444

La ghrelina se secreta de manera pulsatil y varia notablemente durante
el dia, con niveles mas elevados antes de la ingesta de alimentos y
disminuyendo después de la ingesta de manera proporcional a la

carga de calorias ingeridas (Fig. 6).*°

700 |

Ghrelina (pg/mL)
g

100 T T T T T T
&:00  12:00 16:00 20000 0:00 4:00 8:00

Tiempo (h)

Figura 6. Ritmo circadiano de la ghrelina en humanos metabdlicamente sanos.*®
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La principal funcioén bioldgica de la ghrelina acilada es la liberacion de
la GH vy la regulacion del apetito a través del incremento en el nucleo
arcuato de la expresion del neuropéptido Y (NPY) y del péptido similar
a Agouti (AgRP)- potentes estimuladores de la ingesta- e inhibe
neuronas productoras de propiomelanocortina (POMC) y del transcrito
regulado por cocaina y anfetaminas (CART), los cuales son
neuropéptidos anorexigénicos*’. Se ha demostrado la existencia de
una interaccion antagonica de la ghrelina respecto a la leptina, la
ghrelina tiene accion orexigénica mientras que la leptina tiene accién
anorexigénica, por lo que ambas regulan de manera opuesta la
expresion de NPY/ AgRP. La leptina se libera principalmente en el
tejido adiposo y una de sus principales funciones es informar al

hipotalamo de las reservas energéticas del tejido adiposo (Fig. 7).'*
14,48-50
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Figura 7. Accion del péptido YY (PYY), ghrelina, leptina e insulina sobre el
hipotalamo para el control del apetito.*®

La ghrelina ademas ejerce numerosas acciones en los ejes lactotropo,
corticotropo, gonadotropo y modula diversas acciones como motilidad
gastrica, secrecion de acido gastrico, ciclo sueno vigilia, aprendizaje
especial, memoria, estrés, ansiedad, metabolismo de lipidos y
carbohidratos, suprime la termogénesis del tejido adiposo marrén, y
mejora la funcion cardiovascular a través de la vasodilatacion y la

contractilidad cardiaca (Fig. 8)."%"41
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Figura 8. Accion de la ghrelina en diferentes 6rganos del cuerpo.51

Recientemente se ha propuesto que la ghrelina también ejerce un
efecto apoptético en carcihomas de mama, carcinoides vy
adenocarcinomas de pulmén y en neoplasias de tiroides.** Ademas, se
le ha relacionado con aspectos inmunoldgicos ya que se expresa en
linfocitos T y monocitos e inhibe la expresibn de citocinas
proinflamatorias como IL-18, IL-6 y el TNF-a, posiblemente a través del

bloqueo de la activacion del factor de transcripcion NF-kp. 38491
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3.3.1. Regulacion de la secrecion de ghrelina

Hasta este momento se desconoce el mecanismo que regula la
secrecion de ghrelina, sin embargo se ha propuesto que los nutrientes
absorbidos, las hormonas gastrointestinales, los impulsos nerviosos y

las hormonas pancreéticas determinan su expresion.*2442-%%

=-Nutrientes:

La glucosa por via oral o intravenosa suprime los niveles de ghrelina y
se ha sugerido que los metabolitos de la glucosa estan implicados en

la regulacién de liberacién de ghrelina.*?

Los efectos de los aminoacidos (aa) en la secrecién de ghrelina no han
sido consistentes. Knerr y colaboradores encontraron que una mezcla
de aa esenciales incrementaba los niveles de ghrelina, mientras que
Overduin y Shrestha observaron que una mezcla de aa suprimia los

niveles de ghrelina. >*°°

La ingesta oral o la infusion intravenosa de lipidos, principalmente
acidos grasos de cadena larga suprimen los niveles de ghrelina
plasmaticos. Los acidos grasos de cadena media tienen el efecto

contrario, incrementando los niveles de ghrelina acilada.®”®

-Hormonas gastrointestinales:

La somatostatina, el glucagdén, la colecistoquinina, el PYY y el
polipéptido pancreatico (PP) suprimen la secrecion de ghrelina,
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mientras que el polipéptido inhibidor gastrico (GIP), la secretina y la

gastrina estimulan su secrecion.®”

-Sistema nervioso:

La activacion del sistema nervioso simpatico a través de la epinefrina,

norepinefrina y endotelina o a través del receptor del neuropéptido

sensorial (CGRP) incrementa la secrecion de ghrelina (Fig. 9).*"

[Cadena corta de e A ]
NEURONAL

p1
}4— CGRP J

acidos grasos

Metabolitos

Cadena larga de
acidos grasos

— FFAR4 &

GIPR+— GIP 1
ENDOCRINA

Secrecion de
Ghrelina

Figura 9. Vista esquematica de los receptores de la célula X/A del estbmago que
estimulan (en verde a la derecha) o inhiben (rojo o naranja a la izquierda y arriba) la
secrecion de ghrelina. La via de sefializacion principal (Gas o Gai) para cada uno de
los receptores se muestra en el interior de la célula®’
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-Hormonas pancreaticas:

La insulina es considerada uno de los principales determinantes de la
regulacion de los niveles de ghrelina circulantes. Los cambios
circadianos de los niveles de ghrelina se relacionan inversamente a los
cambios de insulina, los cuales estan disminuidos en el ayuno y se
incrementan después de la ingesta de alimentos. Algunos autores
sugieren que esta relacion es causal: cuando se administra insulina a
humanos o roedores la ghrelina disminuye, y animales deficientes de
insulina tienen niveles elevados de ghrelina. Asimismo diversos
estudios que utilizan la técnica de clamp (estandar de oro para el
estudio de insulinorresistencia) han mostrado que la hiperinsulinemia
suprime los niveles de ghrelina de manera independiente a los niveles
de glucosa. Recientemente Gagnon y colaboradores mostraron que la
insulina suprime directamente la secrecion de ghrelina al activar la ruta
PI3K- AKT y suprimir el AMPc intracelular.®”

3.3.2. Accién de ghrelina en el equilibrio energético

La ghrelina también es importante en la regulacion de la homeostasis
energética a largo plazo ya que induce un incremento del peso
corporal estimulando la deposicion de grasas. También se ha
encontrado que la ghrelina promueve la adipogénesis. El efecto
adipogénico de la ghrelina es realizado a través de la activacion del

receptor de peroxisoma proliferador activado ¥ (PPARY), un receptor
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nuclear cuya actividad se incrementa por componentes clave de la

sefalizacién de insulina, principalmente Akt/PKB y mTORC1.%" %8-%9

Cuando la ingesta de nutrientes es abundante, los niveles de ghrelina
disminuyen para prevenir la acumulacién excesiva de sustratos
energéticos, por lo que los niveles plasmaticos de ghrelina estan
disminuidos en personas obesas comparados con personas no obesas
y hay una correlacion inversa con el IMC. Se ha sugerido que la
obesidad inducida por la dieta causa resistencia a la ghrelina mediante
la reduccion de la respuesta del NPY/ AgRP a la ghrelina y también
suprime el eje neuroendocrino de la ghrelina como intento de limitar la
ingestion de alimentos. Otros factores de la obesidad como la
resistencia a la insulina y mayores niveles de leptina se han
correlacionado negativamente con los niveles plasmaticos de

ghrelina.®®

3.3.3. Ghrelina en embarazo

Se ha descrito un incremento en los niveles de ghrelina en los
primeros meses de embarazo y una disminucion al final de la
gestacion. Palik y colaboradores’ encontraron una elevaciéon de
ghrelina acilada en el segundo trimestre de embarazo y una
disminucién en el tercer trimestre, sugiriendo que el incremento de la
ghrelina contribuia a un mayor apetito y a la ganancia de peso de la
mujer embarazada. Fuglsang también describié un incremento de
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ghrelina hasta la semana 18 de embarazo y posteriormente una
disminucion del 30% hasta el momento del parto.®’ Asimismo Makino®?
y Riedl" observaron menores concentraciones de ghrelina total
durante las ultimas semanas de embarazo al igual que Tham E®, quien
encontrdé menor concentracion de ghrelina acilada en el tercer trimestre
de embarazo. Riedl observé ademas un incremento en los niveles de
ghrelina del 300% en el posparto’?. Estudios in vitro han mostrado que
la ghrelina inhibe la secrecion de insulina y estimula la utilizacion de
glucosa en los adipocitos, por lo que se ha sugerido que la supresion
de ghrelina durante el embarazo es necesaria para asegurar la Rl de la
gestacic')n.10 Ademas, se ha propuesto que la principal hormona de
crecimiento durante la gestacion, la hormona de crecimiento producida
por la placenta (PGH) y su mediador, el factor de crecimiento similar a
la insulina (IGF-l) tienen un efecto negativo sobre la secrecion de

ghrelina. ®'-2

3.3.4. Ghrelina en DMG

La mayoria de los estudios han identificado niveles disminuidos de
ghrelina en DMG comparados a los que se encuentran en el embarazo
normal como consecuencia de la mayor RI”''. La hiperinsulinemia se
ha sefialado como un factor inhibidor de la produccion de ghrelina, asi
como las citocinas del tejido adiposo que estan incrementadas en la

DMG como TNF-a y resistina. Sin embargo en el estudio de Tham E,
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se describieron niveles incrementados de ghrelina total y desacilada en
DMG comparados con mujeres en embarazo normal, atribuyéndolo a
que las pacientes evaluadas presentaban DMG moderada, es decir RI

sin hiperinsulinemia.®

En el periodo posparto temprano, también se han encontrado menores
niveles de ghrelina acilada y desacilada en mujeres con DMG previa8 y
recientemente a la ghrelina total se le propuso como un predictor de
DM2. Lappas M y col. mostraron que niveles de ghrelina < 400 pg/mL
evaluados a las 12 semanas posparto se asociaban con un riesgo
incrementado a desarrollar DM2 en el transcurso de 9 afos de

concluida la gestacion.®®

En estudios de hiperglicemia e hiperinsulinismo se han observado
niveles disminuidos de ghrelina, sin embargo existe controversia en los
niveles obtenidos en la DMG. Se desconoce como se encuentran los
niveles en la poblacion mexicana, por lo cual se determinaron los
niveles de ghrelina y su relacion con insulina y Rl en el tercer trimestre
de embarazo (cuando se presenta una mayor Rl) y a las seis semanas
posparto, ya que la DMG es un factor de riesgo para desarrollar DM2 y

niveles bajos de ghrelina se han asociado a la aparicion de DM2."#1%

12
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLi“

La poblacion de México presenta una mayor susceptibilidad genética a

desarrollar DM2. Aunado a esto se ha observado un incremento en la
frecuencia de obesidad en mujeres en edad reproductiva, lo cual les

confiere un elevado riesgo para presentar DMG.

En la DMG hay una mayor resistencia a la insulina que en embarazo
normal. Se ha sugerido que este incremento se asocia con la hormona
lactogeno placentaria, el cortisol y diversas adipocinas como TNF-q,
leptina y adiponectina. Recientemente se propuso que la ghrelina se
asocia con secrecion de insulina y con RI, sin embargo los estudios
realizados en DMG son discordantes, por lo que se plantean las

siguientes preguntas:

¢ Cuadles seran los niveles de ghrelina en el embarazo y a las 6
semanas después del parto en mujeres con DMG y en mujeres

embarazadas con tolerancia normal a la glucosa?

¢ Existe una asociacién entre los niveles de ghrelina y la resistencia a

la insulina?
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5. HIPOTESIS

|l

+ De acuerdo a lo reportado sobre los niveles de ghrelina en el
embarazo y posparto suponemos que los niveles de ghrelina
seran menores tanto en el embarazo como el posparto en

mujeres con DMG comparadas con mujeres con TNG.

+ De acuerdo a lo reportado en la literatura sobre la relacion de la

ghrelina con la RI, suponemos que su asociacién sera inversa.
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6. OBJETIVOS

|l

- Medir los niveles de ghrelina en el embarazo y 6 semanas después

del parto en mujeres con DMG y en mujeres embarazadas con

tolerancia normal a la glucosa.

- ldentificar si existe asociacion entre concentracion de ghrelina y

resistencia a la insulina en los dos grupos de estudio.
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7. MATERIAL Y MET

7.1. Poblacién
Disefio: Estudio observacional, longitudinal, prospectivo, comparativo.

Universo: 49 mujeres embarazadas del Hospital de Gineco-Obstetricia
No. 3 del CMN “La Raza”, IMSS divididas en dos grupos, integrados
por 23 mujeres embarazadas con DMG y 26 mujeres embarazadas
con TNG.

Criterios de seleccién:

- Criterios de inclusion: Mujeres con DMG diagnosticadas por una
prueba de tolerancia oral a la glucosa de 2 h con carga de 75 g de
glucosa a las 24-36 semanas de gestacion y mujeres con embarazo

normotenso y euglucémico.

- Criterios de exclusion: Las participantes con alguna enfermedad
concomitante como hipertensiéon crénica, preeclampsia, trastornos

tiroideos y enfermedad renal.

-Criterios de eliminacién: Todas aquellas pacientes que no asistieran a

sus evaluaciones programadas.
7.2. Variables
Variables independientes: estado glucémico DMG, TNG.

Variables dependientes: niveles de ghrelina, resistencia a la insulina.
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7.3. Técnicas

A todas las mujeres embarazadas que cumplian con los criterios de
seleccién se les invito a participar en el proyecto y aquellas que
aceptaron se les solicito firmar una carta de consentimiento informado,

siguiendo la declaracion de Helsinki (Edimburgo, 2000) (Anexo 1).

A las participantes se les aplico un cuestionario semiestructurado para
registrar sus medidas antropométricas, antecedentes familiares,
obstétricos y meédicos (Anexo 2). El indice de masa corporal se calculd
como el peso en kilogramos dividido por el cuadrado de la talla en

metros.

Se realizaron dos tomas de muestra de sangre venosa; la primera en
el periodo de 24 a 36 semanas de gestacion y la segunda a las seis
semanas posparto y fueron tomadas por la manana entre las 7:30 y
8:30 am después de un ayuno de 10 horas, de la vena ante-cubital en
tubos vacutainer con anticoagulante de citrato de sodio y sin
anticoagulante. La toma de las muestras se realizé en la Unidad de
Alta Especialidad Hospital de Gineco-Obstetricia No. 3 La Raza del
IMSS y se procesaron en la Unidad de Investigacion Médica en
Enfermedades Endocrinas, Diabetes y Metabolismo, CMN Siglo XXI
IMSS.

La sangre se centrifugd a 400g por quince minutos y se separo el
suero que se utilizd para las pruebas de glucosa, colesterol total y
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triglicéridos, los cuales se determinaron por métodos enzimaticos
colorimétricos. Del plasma se realizaron alicuotas y se conservaron a
-70°C hasta la medicion de los niveles de ghrelina e insulina por
técnica de RIA (Anexo 3) .

7.3.1. Glucosa método enzimatico (GOD-POD)

Principio del método.

La glucosa oxidasa (GOD) cataliza la oxidacion de glucosa a acido
glucoénico. El perdxido de hidrogeno (H20;) producido, se detecta
mediante un receptor cromogénico de oxigeno, fenol, 4-

aminofenazona (4—AF), en presencia de peroxidasa (POD):
B-D-Glucosa + O, + H,0-,25 Acido Gluconico + H,05
H->O, +Fenol + 4-AF —POD,, Quinona + H,O

La intensidad de color formado es proporcional a la concentracién de

glucosa presente en la muestra analizada (suero).®*

Reactivos.

Todos los reactivos estaban listos para su uso, de la marca
SPINREACT.

R (TRIS pH 7.4 92mmol/L, Fenol 0.3mmol/L, Glucosa oxidasa 15000
U/L, Peroxidasa 1000 U/IL, 4-Aminofenazona (4-AF) 2.6 mmol/L).
GLUCOSA CAL Patron primario acuoso de glucosa 100mg/d|
Procedimiento.

34




1. Condiciones de ensayo:

Longitudde onda............c.cooiiiiiiiinnn 505nm (490-550)
Cubeta........cooiiiii 1cm de paso de luz
Temperatura.............cooiiiiiiiiii, 37°C/15-25°C

2. Se ajusto el espectrofotdmetro a cero frente a agua destilada.

3. En tres cubetas se pipetedé 1mL de R, a una se le agregaron 10
ML de patrén, a otra 10uL de muestra, la ultima se leyé como
blanco de reactivo.

4. Se mezclé e incubo 10 min a 25°C

5. Se leyo6 la absorbancia (A) del patrén y la muestra, frente al
blanco de reactivo.

6. Se calculd la concentracion.

Valores de referencia:

60 — 110 mg/dL

7.3.2. Colesterol método enzimatico (CHOD-POD)

Principio del método.
El colesterol presente en la muestra origina un compuesto coloreado

segun la reaccion siguiente:

Esteres de colesterol + H,O £HE . Colesterol + acidos grasos

Colesterol + O, _£H9P | 4_colestenona + H,0»

2 H,0, + Fenol + 4-Aminofenazona _F°P, Quinonimina + 4 H,0
La intensidad del color formado es proporcional a la concentracion de

colesterol presente en la muestra analizada (suero).®®

35




Reactivos.

Todos

los reactivos estaban listos para su uso, de la marca

SPINREACT.

R (PIPES pH 6.9 90mmol/L, Fenol 26mmol/L, Colesterol estearasa
(CHE) 1000 U/L, Colesterol oxidasa (CHOD) 300 U/L, Peroxidasa
(POD) 650 U/L,4-Aminofenazona (4-AF) 0.4mmol/L).

CHOLESTEROL CAL (Patron primario acuoso de Colesterol 200
mg/dL).

Procedimiento.

1.

Condiciones de ensayo:

Longitudde onda..............c.cooeiiennnntn. 505nm (500-550)
Cubeta........coooiiiiiii 1cm de paso de luz
Temperatura.............cooooiiiiiiiin. 37°C/15-25°C

2. Se ajusto el espectrofotdmetro a cero frente a agua destilada.

3. En tres cubetas se pipeted 1mL de R, a una se le agregaron 10

ML de patrén, a otra 10uL de muestra, la ultima se leyé como

blanco de reactivo.

4. Se mezcld e incubo 5 min a 37°C 6 10 min a 15-25°C

5. Se ley6 la absorbancia (A) del patrén y la muestra, frente al

blanco de reactivo.

Se calculd la concentracion.

Valores de referencia para evaluacion de riesgo:

Menos de 200 mg/dL normal
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200 — 239 mg/dL moderado
240 mg/dL o mas alto

7.3.3 Triglicéridos método enzimatico (GPO-POD)

Principio del método.
Los triglicéridos incubados con lipoproteinlipasa (LPL) liberan glicerol y
acidos grasos libres. El glicerol es fosforilado por glicerolfosfato
deshidrogenasa (GPO) y ATP en presencia de glicerol quinasa (GK)
para producir glicerol-3-fosfato (G3P) y adenosina-5-difosfato (ADP). El
G3P es entonces convertido a dihidroxiacetona fosfato (DAP) y
peréxido de hidrogeno (H20;) por GPO.
Al final el peréxido de hidrégeno reacciona con 4-aminofenazona (4-
AF) y p-clorofenol, reaccién catalizada por la peroxidasa (POD) dando
una coloracién roja:
Triglicéridos + H,O 2% Glicerol + Acidos grasos libres
Glicerol + ATP —S£» G3P + ADP
G3P + 0, ££5 DAP + H,0;

H,0, + 4-AF + p-clorofenol 222, Quinona + H,0O

La intensidad del color formado es proporcional a la concentracion de
triglicéridos presentes en la muestra analizada (suero).®®

Reactivos.

Todos los reactivos estaban listos para su uso y eran de la marca

Principio del método.
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En nuestro caso usamos el inmunoensayo de tipo competitivo en el
cual un antigeno no marcado (insulina) presente en las muestras
obtenidas y calibradores compite con una cantidad fija de antigeno
marcado (insulina) con |12 por un numero limitado de sitios de union al
anticuerpo (anti-insulina). La concentracién del antigeno en la muestra
es inversamente proporcional a la radiactividad medida en los tubos.
Se obtiene una curva inversamente proporcional entre la concentracion
de los estandares de la hormona y el porcentaje de union en la que se
interpola el valor obtenido en porcentaje de unién de cada muestra

para conocer la concentracion.

SPINREACT.

R (GOOD pH 6.3 50mmol/L, p-clorofenol 2mmol/L, Lipoprotein lipasa
(LPL) 150000 U/L, Glicerol quinasa (GK) 500 U/L,Glicerol-3-oxidasa
(GPO) 3500 U/L, Peroxidasa (POD) 400 U/L, 4-Aminofenazona (4-AF)
0.1mmol/L, ATP 0.1mmol/L).

TRIGLYCERIDES CAL (Calibrador primario de Triglicéridos).

Procedimiento.

1. Condiciones de ensayo:

Longituddeonda.............................. 505nm (490-550)
Cubeta.........coooiiii 1cm de paso de luz.
Temperatura..........c.ccooiiiiiii .. 37°C/15-25°C.

2. Se ajusto el espectrofotometro a cero frente a agua destilada.
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3. En tres cubetas se pipete6 1mL de R, a una se le agregaron 10
ML de patrén, a otra 10uL de muestra, la ultima se leyé como
blanco de reactivo.

4. Se mezclé e incubd 5 min a 37°C 6 10 min a 15-25°C

5. Se ley6 la absorbancia (A) del patrén y la muestra, frente al
blanco de reactivo.

6. Se calcul6 la concentracion.

Valores de referencia:

Hombres 40 --160 mg/dL
Mujeres 35 — 135 mg/dL

7.3.4 Ghrelina por técnica de RIA.

Principio del método.

En nuestro caso usamos el inmunoensayo de tipo competitivo en el
cual un antigeno no marcado (ghrelina) presente en las muestras
obtenidas y calibradores compite con una cantidad fija de antigeno
marcado (ghrelina) con 1'® por un ndimero limitado de sitios de unién al
anticuerpo (anti-ghrelina). La concentraciéon del antigeno en la muestra
es inversamente proporcional a la radiactividad medida en los tubos.
Se obtiene una curva inversamente proporcional entre la concentracion
de los estandares de la hormona y el porcentaje de unién en la que se
interpola el valor obtenido en porcentaje de unidn de cada muestra

para conocer la concentracion.
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Reactivos.

Kit de RIA especifico para ghrelina total (Cat.#GHRT-89HK) marca
MILLIPORE.

Buffer de ensayo ghrelina total (fosfato 0.01M, EDTA 0.01M, azida de
sodio 0.08%, pH 8.5), anticuerpo de ghrelina total (suero de conejo
con anti-ghrelina en buffer de ensayo), buffer de hidratacion de
ghrelina marcada (0.025% de triton-X 100 e Ig-G normal de conejo

I'_ghrelina (ghrelina marcada con 1'%, purificada por

como portador),
HPLC, liofilizada), estandar de ghrelina total (ghrelina liofilizada en
buffer de fosfato de sodio), controles 1 y 2 de ghrelina (ghrelina
liofilizada control bajo: 421-881 pg/mL, control alto: 1000-2077 pg/mL),
reactivo precipitante (Goat anti-rabbit 1g-G serum, PEG 3% y 0.05%
triton-X 100 en solucion salina 0.05M, EDTA 0.025M, azida de sodio

0.08%).

Preparacion de ghrelina marcada con '?°
Se adicioné el buffer de hidratacion de ghrelina marcada al vial con el
liofiizado y se hidratd a temperatura ambiente por 30 minutos,

mezclando ocasionalmente (dia dos del inmunoensayo).

Preparacién de estandar de ghrelina
Se reconstituy6é con 2 mL de agua destilada y deionizada, se invirtio,

mezclo hasta su completa disolucién y se dejo reposar por 5 minutos.
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Se etiquetaron 6 tubos y se les adiciono 0.5 mL de buffer de ensayo.

Se realiz6 una serie de diluciones que se muestran en el cuadro 3:

Cuadro 3. Diluciones de solucion estandar de ghrelina.

Tubo Volumen de buffer Volumen de Concentracion de
de ensayo (mL) estandar (mL) estandar (pg/mL)
1 0.5 0.5 de estandar 3750
reconstituido
2 0.5 0.5 del tubo 1 1875
3 0.5 0.5 del tubo 2 937.5
4 0.5 0.5 del tubo 3 468.75
5 0.5 0.5 del tubo 4 234.375
6 0.5 0.5 del tubo 5 117.19

Preparacion de los controles 1y 2 de ghrelina total.
Se reconstituyeron con 1 mL de agua destilada y desionizada, se

mezclo y dejo reposar por 5 minutos, se mezcld hasta su disolucion.

Procedimiento:

1. Se pipeted buffer de ensayo: 300 pL en los tubos (3-4) de unidén no
especifica (NSB), 200 pL en los tubos (5-6) de referencia (BR), 100 uL
desde el tubo 7 hasta el 126.

2. Se pipetearon 100 uL de estandar o controles por duplicado a partir
del tubo 7 hasta el 24.

3. Se pipetearon 100 uL de muestra por duplicado a partir del tubo 25.
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4. Se pipete6 100 uL de anticuerpo de ghrelina a todos los tubos
excepto a los tubos de la cuenta total (1-2) y a los de unién no
especifica (3-4).
5. Se mezclaron, cubrieron e incubaron de 20 a 24 horas a 4° C.
6. Se hidraté la ghrelina marcada con |12 y se pipetearon 100uL a
todos los tubos.
7. Se mezclaron, cubrieron e incubaron de 22 a 24 horas a 4° C.
8. Se adiciond 1.0 mL de reactivo precipitante a 4°C a todos los tubos
excepto a los de la cuenta total (1-2).
9. Se mezclaron e incubaron a 4°C por 20 minutos.
10. Se centrifugd a 4°C por 20 minutos a 2500 xg.
11. Se decantd el sobrenadante de todos los tubos excepto de los
tubos de la cuenta total (1-2) se dejaron escurrir y los tubos dejando
solo el pellet donde se contd la radiacion absorbida en un contador
gamma.

Valores de referencia:
Adultos de peso normal 520 - 700 pg / mL
Adultos con obesidad 340 - 450 pg / mL
Adultos con obesidad y tratamiento dietético 450 - 600 pg / mL

7.3.5. Insulina por técnica de RIA.

Principio del método.
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En nuestro caso usamos el inmunoensayo de tipo competitivo en el
cual un antigeno no marcado (insulina) presente en las muestras
obtenidas y calibradores compite con una cantidad fija de antigeno
marcado (insulina) con |12 por un numero limitado de sitios de unién al
anticuerpo (anti-insulina). La concentracion del antigeno en la muestra
es inversamente proporcional a la radiactividad medida en los tubos.
Se obtiene una curva inversamente proporcional entre la concentracion
de los estandares de la hormona y el porcentaje de union en la que se
interpola el valor obtenido en porcentaje de unidn de cada muestra

para conocer la concentracion.

Reactivos.
Todos los reactivos eran del Kit de RIA especifico para Insulina
Humana (Cat. # HI-14K) Marca MILLIPORE.
Buffer de ensayo (fosfatasa alcalina 0.05M pH 7.4, contiene EDTA
0.025M, azida soédica al 0.08%), anticuerpo insulina humana
(anticuerpo especifico de cobayo anti-insulina humana en buffer de
ensayo), 'l-insulina ('®l-insulina marcada, purificada por HPLC.
liofilizada para estabilizar), buffer de hidratacion (buffer de ensayo,
contiene suero de cobayo. Usado para hidratar la hormona marcada),
estandar de insulina humana (insulina humana recombinada
purificada, contenida en buffer de ensayo), controles 1 y 2 (insulina
humana recombinada purificada, contenida en buffer de ensayo),
agente precipitante (suero de cabra con IgG anti-cobayo, fosfatasa
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alcalina 0.05M, EDTA 0.025M, azida de sodio al 0.08%, triton X-100 al
0.05% y PEG al 3%).

Preparacién de estandar.
Se etiquetaron 6 tubos y se les adiciono 1.0 mL de buffer de ensayo.

Se realizé una serie de diluciones que se muestran en el cuadro 4:

Cuadro 4. Diluciones de estandar de Insulina.

Tubo# Volumen de buffer Volumen de Concentracion de

de ensayo (mL) estandar (mL)  estandar (uU/mL)

1 1.0 1.0 estandar de 100
200 pU/mL

2 1.0 1.0 del tubo 1 50

3 1.0 1.0 del tubo 2 25

4 1.0 1.0 del tubo 3 12.5

5 1.0 1.0 del tubo 4 6.25

6 1.0 1.0 del tubo 5 3.125

Procedimiento.

1. Se pipeted buffer de ensayo: 300 uL en los tubos (3-4) de union
no especifica (NSB), 200 uL en los tubos (5-6) de referencia
(BR), 100 pL desde el tubo 7 hasta el 126.

2. Se pipetearon 100 pyL de estandar o controles por duplicado a
los tubos del 7 hasta el 24.
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3. Se pipetearon 100 uL de muestra por duplicado a partir del tubo
25.

4. Se hidraté la insulina marcada con 1'*® y se pipetearon 100uL a
todos los tubos.

5. Se pipeted 100 pyL de anticuerpo de insulina a todos los tubos
excepto a los tubos de la cuenta total (1-2) y a los de unién no
especifica (3-4).

6. Se mezclaron, cubrieron e incubaron de 20 a 24 horas a 4° C.

7. Se adicion6 1.0 mL de reactivo precipitante a 4°C a todos los
tubos excepto a los de la cuenta total (1-2).

8. Se mezclaron e incubaron a 4°C por 20 minutos.

9. Se centrifugd a 4°C por 20 minutos a 2000 xg.

10.Se decanto el sobrenadante de todos los tubos excepto de los
tubos de la cuenta total (1-2) se dejaron escurrir de 15 a 60
segundos los tubos, dejando solo el pellet donde se contd la

radiacién absorbida en un contador gamma.
Valores de referencia: 5— 15 pU/mi

7.3.6. Resistencia a la insulina

El grado de resistencia a la insulina se estimé por medio del modelo
homeostatico para la evaluacion de resistencia a la insulina (HOMA-
RI).%°

mmol
mL

. Ul
Insulina en ayunas( ﬂ) x glucosa(

22.5

HOMA-RI= )
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7.3.7. Medidas antropométricas.

A todas las participantes se les tomaron las medidas antropométricas
para la determinacion del IMC, las cuales se obtuvieron con el

siguiente protocolo:

e Peso: Las mujeres fueron pesadas con bata clinica en la
bascula del estadiometro de la marca BAME.

e Talla: Las mujeres se colocaron con los talones juntos,
gluteos, hombros y cabeza en contacto con el estadiometro,
los ojos mirando al frente y en el plano de Frankfurt paralelo
al suelo.

e |MC: Se obtuvo a través de la razon peso dividido por el

cuadrado de la estatura (Kg/m?).

7.4. Diseiio estadistico

Se realiz6 la prueba de normalidad de los datos con la prueba de
Shapiro-Wilk y se encontré que no tenian una distribucion normal por
lo que los datos fueron expresados con la mediana y rangos
intercuartilicos. La comparacion de variables cualitativas dicotdmicas

se hizo con la prueba de chi cuadrada y las variables cuantitativas se
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compararon entre los dos grupos de estudio con la prueba U de Mann-
Whitney y entre embarazo y posparto con la prueba de Wilcoxson. La
relacion entre las variables se evalu6 con la correlacion de Spearman.

Se utilizé el programa IBM SPSS Statistics version 21.
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8.1. Seguimiento de los grupos de estudio.

8. RESULTADOS .

En la figura 10 se muestra el seguimiento realizado a las mujeres del

Grupos de
estudio n=49

estudio.
Y
DMG
n=23
A\ 4
Sin perdidas ni

abandono durante
el seguimiento

A 4

Datos
analizados
n=23

Sin perdidas

ni

abandono durante

el seguimiento

A 4

Datos
analizados
n= 26

Figura 10. Diagrama de seguimiento de las mujeres con DMG y TNG en embarazo y
seis semanas posparto.
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8.2. Caracteristicas antropométricas y obstétricas de las mujeres

previas al embarazo.

Las principales caracteristicas previas al embarazo de los dos grupos
de estudio se muestran en el cuadro 5. Se observé que las mujeres
con DMG tenian mayor edad, peso, IMC previo a la gestacion, ademas
de presentar una mayor proporcién de familiares directos con DM2 que
el grupo de embarazadas con TNG. En cuanto a los antecedentes de
DMG y paridad no se encontré diferencia estadisticamente significativa

entre los dos grupos.

48




Cuadro 5. Caracteristicas antropométricas y obstétricas de las participantes previas al

embarazo.
DMG Tolerancia normal a la P

Caracteristica

(n=23) glucosa (n= 26)
Edad (afios) 33.0 (27.0-36.0) 24.0 (18.8-28.5) <0.001
Peso (kg) 70.3 (61.5-80.0) 56.0 (52.0-64.0) <0.001
Talla (m) 1.55 (1.50-1.59) 1.55 (1.49-1.60) 0.943
IMC (kg/m?) 28.5 (26.6-32.4) 23.0 (19.5-25.3) <0.001
Familiares con DM2 n(%) 14 (60.9) 6 (23.1) <0.05
DMG previa n(%) 3 (13) 0 0.057
Paridad n(%)
0 4 (17.4) 11 (42.3) 0.059
1 0 mas. 19 (82.6) 15 (57.7)

Las variables continuas se muestran como mediana y rango intercuartilico y las variables categéricas como
numero y porcentaje. Prueba de U de Mann-Whitney para variables cuantitativas y 7 para variables cualitativas
presentadas en porcentaje
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8.3. Caracteristicas antropométricas y bioquimicas en el tercer

trimestre de embarazo y seis semanas posparto.

Las caracteristicas de las mujeres en el tercer trimestre de embarazo y
seis semanas posparto se muestran en el cuadro 6. Durante el tercer
trimestre de embarazo las mujeres con DMG tuvieron mayor peso, IMC,
glucosa, triglicéridos e insulina que el grupo control. En el posparto de
los dos grupos de estudio disminuyeron el peso, el IMC vy los
triglicéridos; el colesterol unicamente disminuyd en el grupo control. Por
el contrario, los niveles de glucosa y ghrelina incrementaron en ambos
grupos. La ghrelina incrementé 106% en las mujeres con DMG y 128%

en el grupo control (Fig. 11).
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Cuadro 6. Caracteristicas antropométricas y bioquimicas de las participantes durante el

embarazo y seis semanas posparto.

Tolerancia normal a la glucosa DMG
Tercer trimestre de Seis semanas Tercer trimestre de Seis semanas
gestacion posparto. gestacion posparto.
Peso (kg) 64.9 (60.3 — 73.5)* 59.0 (56.3-71.5) 77.0 (69.1-84.0)*+ 68.0 (61.5-75.0)
IMC (kg/mz) 26.6 (23.2 - 29.4)* 23.9 (18.5-28.1) 32.9 (29.5-34.0)*+ 29.0(25.6-31.6)+
Glucosa (mg/dL) 68.6 (62.6-77.1)* 75.1 (65.0-80.0) 97.0 (80.3-117.6)*+ 108.9 (94.8-121.7)+

Colesterol (mg/dL)  253.2(210.7-313.5)* 208.3 (161.5-240)  247.6 (230.2-282.8)  234.7(212.1-284.3)

Triglicéridos(mg/dL)  221.7(160.5-310.5)*  109.9 (86.0-184.7)  316.7(232.7-426.3)+  185.2 (117.8-228.1)+

Los datos se muestran como medianas y rango intercuartilico. Prueba de Wilcoxson embarazo- posparto
*P<0.05, prueba U de Mann-Whitney DMG-TNG + P<0.05.
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Figura 11. Comparacién de ghrelina, insulina y Rl durante el tercer trimestre de

embarazo y 6 semanas posparto en DMG y TNG.
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8.4. Asociacién de ghrelina con otras variables.

No se encontré asociacidon entre ghrelina y la R, insulina y glucosa en

el embarazo y posparto de los dos grupos de estudio (cuadro 7).

En el analisis de correlacion de ghrelina se encontré una asociacion
negativa con el peso de las mujeres con DMG en el embarazo y con el
IMC a las seis semanas posparto. Asimismo en el grupo de mujeres
embarazadas con TNG se observo una asociacion negativa entre
ghrelina e IMC (Fig. 12).

Por otra parte no se encontré asociacion del peso con ghrelina en el
embarazo de mujeres con TNG (r -0.368, P 0.059) y en el periodo de
posparto en las mujeres con DMG (r -0.227, P 0.298) y con TNG
(r -0.109, P 0.613). Tampoco se encontrd asociacion entre el IMC y la
ghrelina en el embarazo de las mujeres con DMG (r 0.305, P 0.157) y
en las mujeres con TNG a las seis semanas posparto (r -0.091, P
0.647).
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Cuadro 7. Analisis de correlacién de ghrelina con glucosa, insulina y resistencia a insulina durante

el embarazo y posparto en cada grupo de estudio.

Ghrelina
DMG
Embarazo Posparto Embarazo Posparto
r P r P r P r P
Glucosa  _p222 0265 0095 0657 0005 0958 0.180  0.412
Insulina  _9219 0340 0182 0572 0203 0505 -0.203  0.505
HOMA-RI 0027 0894 0057 0773 0282 0192 0.098  0.655
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Figura 12. Asociacion de ghrelina con peso e IMC en el tercer trimestre de
embarazo y a las seis semanas posparto.

54




9. DISCUSIO

Previo al embarazo, las mujeres del grupo con DMG presentaban
diversos factores de riesgo para el desarrollo de este padecimiento
como: mayor edad, peso, IMC y una mayor predisposicidn genética
(familiares de primer grado con DM2) en comparacién con el grupo
control. Estos factores de riesgo también son importantes para el

desarrollo de DM2.%°

Al realizar el analisis antropométrico en el tercer trimestre de gestacion
se observé un mayor peso e IMC en el grupo con DMG que en el
grupo con TNG lo que refleja el elevado grado de sobrepeso/obesidad
con el que las mujeres iniciaron el embarazo. Sin embargo, la
ganancia de peso durante la gestacion en las mujeres con DMG fue en
promedio 4.8 kg y en el grupo control 8.3 kg. Recientemente, el
Instituto de Medicina de Estados Unidos y el Colegio Americano de
Obstetras y Ginecologos, en base a diversos estudios que han
mostrado la asociacion de la obesidad materna con diversas
complicaciones como preeclampsia, hipertension gestacional, DMG y
hemorragia obstétrica, sefialaron que el incremento de peso durante el
embarazo se debe basar en el IMC con que una mujer inicia el
embarazo, a mayor IMC menor niumero de kilogramos adquiridos en la
gestacion. De tal manera que se advierte un buen control obstétrico del

peso de las participantes.”®
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Asimismo las mujeres con DMG presentaron mayores niveles de
glucosa, triglicéridos e insulina que el grupo control. En la DMG hay
una mayor resistencia a la insulina que en las embarazadas con
tolerancia normal a la glucosa, por lo tanto la célula beta secreta mayor
insulina para tratar de compensar dicha resistencia. La resistencia a
los efectos de la insulina lleva a una disminucion en la captacion de
glucosa por el tejido adiposo y el musculo y a un incremento en la
liberacion de glucosa hepatica acompanada de una mayor liberacion

de acidos grasos a la circulacion.”®"*

En relacion a los niveles de ghrelina durante el embarazo, estos fueron
similares en los dos grupos de estudio y no se asociaron con los
niveles de insulina ni con la Rl, de manera similar a lo obtenido por
Riedl M."? Por el contrario, otros estudios han mostrado menor nivel de
ghrelina en DMG que en embarazo normal como consecuencia de
mayor RI”"", por la hiperinsulinemia y por una mayor secrecién de
adipocinas como TNF-a y resistina, los cuales son factores inhibidores
de la produccién de ghrelina. Las razones de la discrepancia entre los
distintos estudios se han explicado por diferencias en las poblaciones,
al tamano de muestra y al método utilizado para la determinacion de

ghrelina.

La DMG se ha considerado una manifestacion temprana de la DM2,
por lo que su estudio ha permitido la valoracién longitudinal de

diversos parametros metabdlicos que llevan a la DM2. De ahi nuestro
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interés en la evaluacion de las mujeres en el posparto. Los dos grupos
de estudio disminuyeron el peso Yy triglicéridos; el colesterol
unicamente disminuyd en el grupo de mujeres con tolerancia normal a
la glucosa. Durante el embarazo, el colesterol favorece la sintesis de
hormonas esteroideas placentarias como progesterona, estradiol y
testosterona, las cuales participan en el crecimiento fetal y en el
mantenimiento del equilibrio madre-placenta-feto. También hay un
aumento en la lipolisis debido al requerimiento de lipidos que ayudan a
la compensacion de la demanda de acidos grasos libres que requiere
el feto para crecer. Es probable que las mujeres con DMG tuvieran un
largo periodo de sobrepeso/obesidad antes del embarazo acompanado
de una alteracién en el metabolismo de lipidos, por lo que persisten

altos los niveles de colesterol en el posparto.’® #!

Por el contrario, el nivel de glucosa incrementdé en ambos grupos. A
este respecto se ha sefialado que el aumento en el consumo de
glucosa por el feto y la placenta provoca niveles bajos en la mayoria
de las mujeres embarazadas. En relacion a la insulina y Rl no se
encontré una diferencia significativa en el posparto de ambos grupos

pero se observa una tendencia de disminucion.

La ghrelina incrementé 106% en las mujeres con DMG y 128% en el
grupo control. Similar a lo obtenido por Riedl M. quien encontré un
incremento en los niveles de ghrelina del 300% en el posparto'?. Se ha

sugerido que la supresién de ghrelina durante el embarazo es
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necesaria para asegurar la Rl de la gestacion. Estudios in vitro han
mostrado que la ghrelina inhibe la secrecion de insulina y estimula la
utilizacién de glucosa en los adipocitos®®. Ademas, se ha sefialado que
hormonas que se encuentran elevadas en la gestacién como la PGH e

IGF-I ejercen un efecto negativo sobre la secrecion de ghrelina.

Al analizar en conjunto el embarazo y posparto de los dos grupos de
estudio se encontré una asociacién negativa entre ghrelina y el peso o
IMC. Numerosos autores han sefalado que la obesidad a través de
una mayor secrecion de leptina y TNF-a inhibe la secrecion de

ghrelina.”*"®

Las principales limitaciones del estudio fueron el tamafio de muestra,
el método para evaluar la Rl, ya que el HOMA solo evalua la
resistencia a la insulina a nivel hepatico y no a nivel muscular como el
clamp, y la medicién de ghrelina total y no la ghrelina acilada
bioactiva.®® La ghrelina acilada cumple con la funcién de inducir el
apetito, inhibe la secrecién de insulina y la utilizacion de glucosa por
los adipocitos; sin embargo su medicién presenta ciertas dificultades
técnicas ya que se degrada facilmente y requiere cuidados especiales
al momento de tomar la muestra, de transportarla y de procesarla. Por
ello se decidié medir la ghrelina total al no requerir tantos cuidados y al
conocer que se le ha propuesto como un marcador de la ghrelina

bioactiva ya que usualmente las dos cambian en paralelo.>>™’.
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10. CONCLUSIONE

Tomando en cuenta la hipodtesis:

+ De acuerdo a lo reportado sobre los niveles de ghrelina en el
embarazo y posparto suponiamos que los niveles de ghrelina
serian menores tanto en el embarazo como el posparto en

mujeres con DMG comparadas con mujeres con TNG.

% De acuerdo a lo reportado en la literatura sobre la relacién de

L)

la ghrelina con la RI, suponiamos que su asociacion seria

inversa.

Al haber realizado este trabajo se concluye que:

e Los niveles de ghrelina son menores en el embarazo y
aumentan en el posparto de DMG y TNG.

¢ No hay una diferencia estadisticamente significativa de los
niveles de ghrelina entre las mujeres de DMG y las de TNG
en el embarazo ni a las seis semanas posparto.

¢ No hay asociacion entre los niveles de ghrelina y la RI.
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11.PERSPECTIVAS

Con base a los resultados obtenidos en este estudio se propone:

e Medir los niveles de ghrelina acilada y desacilada en lugar de
ghrelina total.

e Ampliar el tamafio de muestra de ambos grupos.

e Evaluar las concentraciones de leptina, PRL, PGH, citocinas y
diversas hormonas que regulan la produccion de ghrelina.

e Establecer si hay diferencias con las diferentes formas de
ghrelina entre DMG y TNG.
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11. ANEXOS

| e

Anexo 1 Carta de consentimiento informado

México DF a de de

Por medio de la presente acepto participar en el
protocolo de investigacion titulado: “Niveles de ghrelina en embarazo y posparto de mujeres
con diabetes mellitus gestacional y embarazo con tolerancia normal a la glucosa”, el objetivo
del estudio es medir la concentracién de ghrelina en la diabetes gestacional y en el embarazo
normal e identificar la asociacion de la resistencia a la insulina con la concentracion de esta
hormona. Se me ha explicado que mi participacion consistirda en tomas de muestra de sangre
venosa en el tercer trimestre de embarazo y en la sexta semana posparto. Declaro que se me
ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos, inconvenientes, molestias y beneficios
derivados de mi participacion en el estudio, que son los siguientes: los riesgos asociados con
la toma de muestra sanguinea son desmayo, sensacion de mareo, hematoma y punciones
multiples para obtenerla muestra. Los beneficios de mi participacién son la evaluacién continua
de los niveles de glucosa y el calculo del riesgo a desarrollar diabetes tipo 2 en el futuro.

El investigador responsable se ha comprometido a darme informaciéon oportuna sobre
cualquier procedimiento alternativo adecuado que pudiera ser ventajoso para mi tratamiento,
asi como responder cualquier pregunta y aclarar cualquier duda que le plantee acerca de los
procedimientos que se llevaran a cabo, los riesgos, beneficios o cualquier otro asunto
relacionado con la investigacién o con mi tratamiento.

Entiendo que conservo el derecho de retirarme del estudio en cualquier momento en que lo
considere conveniente, sin que ello afecte la atencién médica que recibo en el Instituto.

El Investigador Responsable me ha dado seguridades de que no se me identificara en las
presentaciones o publicaciones que deriven de este estudio y de que los datos relacionados
con mi privacidad seran manejados en forma confidencial. También se ha comprometido a
proporcionarme la informacion actualizada que se obtenga durante el estudio, aunque esta
pudiera cambiar de parecer respecto a mi permanencia en el mismo.

Nombre y firma de la paciente

Investigador responsable Médico responsable

Renata Patricia Saucedo Garcia Armando Cruz Rodriguez
Matricula 99091877

Los numeros telefénicos a los cuales puedo comunicarme en caso de emergencia,
dudas o preguntas relacionadas con el estudio son el 56276900 Ext.21479.
Testigos:

Nombre y firma Nombre y firma
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Anexo 2 Cuestionario.

PROTOCOLO:
“Niveles de ghrelina en embarazo y posparto de mujeres con diabetes mellitus gestacional y
embarazo con tolerancia normal a la glucosa”

Referida por: Folio: Nombre:
Fecha: Edad: No. de
Afiliacion: Teléfono Ocupacion:

Semana 24-36 de embarazo:

FUR: Edad gestacional (semanas): Fecha probable parto:
Peso previo al embarazo: Peso actual: Talla: IMC actual: IMC previo al
embarazo: TA(1): TA(2):

HAS previa al embarazo: No__ Si__ Controlada:
HAS durante el embarazo: No__ Si__ Controlada:

Tiempo de evolucion: Tx:
Paridad Gesta:___ Partos:_ Cesareas:____ Abortos:___ Peso de bebé previo:____
Parto previo de un bebé por encima de 4Kg de peso: Si__ No____

Muerte de un bebé o recién nacido Si___ No
Malformacion de bebé previo: Si_ No_ DMG previa: Si__ No__
Familiar en primer grado con DM: Si__ No__ quien

Tabaquismo: Nunca:____ actual:___ Previo al embarazo:____ Duracion Alcoholismo: Nunca___
actual__ Previo al embarazo__ Duracién y cantidad Actividad fisica previa al embarazo:
Ligera__ Moderada severa

Actividad fisica actual: Ligera___ Moderada severa

Glucosa previa y fecha:

Tx para la DMG: Dieta: Insulina:___ Dosis: Tiempo:

Fecha de diagnostico de la DMG:
Motivo de internamiento:

Semana seis posparto:

Edad gestacional al momento del parto o cesarea:

Parto__ o cesarea __ Motivo:

Peso del bebé al nacer: Talla al nacer: Peso actual del bebé:

Amamanta al bebé: Si____ No___ Peso: IMC: TA(1) TA(2)

Resultados:

Semana 24-36 de embarazo Semana seis posparto

Peso

IMC

Triglicéridos

Colesterol

Insulina

Ghrelina

HOMA
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Anexo 3. Procedimientos.

Procedimiento de radioinmunoensayo para determinacion de Ghrelina.

Dia 1 Dia 2 Dia 3
Paso Paso Paso I:ca) Paso Eg Paso Paso
1 2-3 4 6 8 9-12
5 7
Agreg
ar Agregar Agregar Agregar
Tub | Buffer Ag’regar Anticuerp Ghrelina reactivo
estandar/ ; -
o] de o anti- marcada con precipita
controles . 125
ensay ghrelina I nte )
o 5
1,2 -- -- -- 100ul -- 5
3,4 | 300yl -- -- 100ul 1.0 mL i
5,6 | 200yl -- 100ul 100ul 1.0 mL 8
100pl de O O =
7,8 | 100ul | 117.1875p 100ul < 100ul < 1.0 mL 8
© [v]
g/mi 2 0 .
100ul de < < o
9,10 | 100ul | 234.375pg/ | 1004l N 100pl | 1.0mL 2
ml o o IS
111 100yl de PN % S
2’ 100ul | 468.75pg/ 100ul 'S 100ul 'S 1.0 mL 5
ml g g )
13,1 100ul de 3 5 S
4 100ul 937 5pg/ml 100ul g 100ul g 1.0 mL g
15,1 100ul de ut at I
6 100ul 1875pg/ml 100ul £ 100ul £ 1.0 mL 3
171 100pl 3 3 =
8, 100ul | de3750pg/ 100ul x 100l x 1.0 mL o
() [0}
i 5 5 3
19,2 100ul de > > .
0 100l 7500pg/ml 100ul 100l 1.0 mL N
21,2 100ul de 3
5 100l control 1 100ul 100l 1.0 mL 5
23,2 100ul de €
4 100l control 2 100ul 100ul 1.0 mL S
100ul de =
25,2 muestra o
6 100ul desconoci 100ul 100ul 1.0 mL §
da =

N
S




Procedimiento de radioinmunoensayo para determinacion de Insulina

humana.
Dia 1 Dia 2
Paso Paso Paso Paso Paso Paso Pgs Paso
1 2-3 4 5 6 7 8 9-11
Agrega
. Aqreaar Agregar Agregar Agregar
g’ 9 Insulina Anticuer reactivo
Tubo | Buffer estandar/ . .
marcada po anti- precipitant
de controles 125 . .
| insulina e
ensayo o
1,2 - - 100l - 5 -
3,4 | 300pl - 100l - = 1.0 mL .
© -—
56 | 200l - 100l 100pl © 1.0 mL o S
7.8 | 100ul 1004l de 1004l oout | E omL | T | 2
’ H L 3125pU/ml H H g ' © | 5
IS o =
100ul de 6.25 ] @
9,10 | 100yl L’U/ml 100l 1000 | £ tomt | 2 | 8
» 1S .
11,1 100ul de 12.5 o o 8
100l 100l 100l S 1.0 mL Y £
1:1 1082/?25 S 5| ¢
e 1
3 100l u‘b/ml 100l 100l 9 1.0 mL 3 S
15,1 100p1 de 50 S 2 g
6 100l uu/m 100l 100l g 1.0 mL _§ g
100pl de 100 3 °
1;’1 100l :U/ml 100l 100p | 2 1omt | ¥ | =
[0} = o
19,2 100p1 de 200 = 2 2
0 100l uU/mi 100l 100l % 1.0 mL =
. O
212’2 1o0u | 1O0H! d? control |60, 1004l ko 1.0 mL
(@]
>
23’2 100 | 1OOM dg control | 4 5o, 100l 1.0 mL
252 100ul de
6’ 100l muestra 100l 100pl 1.0 mL
desconocida.
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