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RESUMEN

El hueso interviene en el metabolismo integral del organismo mediante la accion
de la osteocalcina, una proteina que se ve involucrada en la formacion ésea. En
diversos estudios epidemiologicos se ha observado una disminucion de
osteocalcina en personas con diabetes mellitus 2 (DM2). Sélo se ha realizado un
estudio en mujeres europeas con diabetes mellitus gestacional (DMG) que es una
enfermedad metabdlica que muestra muchas caracteristicas de la DM2,
incluyendo resistencia a la insulina y alteracion en la secrecion de insulina por lo
que resultd interesante determinar si en mujeres mexicanas con DMG (que
corresponden a un grupo étnico de riesgo elevado de DM2) los niveles de
osteocalcina se encontraban diferentes que en el embarazo normal en el tercer
trimestre de gestacion y a las seis semanas posparto. Ademas se evalud la

relacion entre osteocalcina y resistencia a la insulina (RI).

Método: Se realizd un estudio prospectivo comparativo en el que se incluyeron 43
mujeres con DMG y 43 mujeres embarazadas con tolerancia normal a la glucosa.
Se les tomd una muestra venosa en el tercer trimestre de gestacion y a las seis
semanas posparto para la determinacion de osteocalcina por radioinmunoensayo
y ademas se evalud la resistencia a la insulina a través del modelo HOMA. El

analisis estadistico se realiz6 con el programa IBM SPSS Statistics version 19.

Resultados: Los niveles de osteocalcina fueron similares entre las mujeres con
DMG vy las del grupo control (17.44+9.7 y 17.6+8.3ng/ml respectivamente). En las
mujeres con DMG la osteocalcina se asocié con ganancia de peso durante la
gestacion (r=0.379, p<0.05), con el indice de masa corporal (r=0.379, p<0.05) y
con la resistencia a la insulina (r=0.316, p<0.05). En el grupo control sélo se
encontré asociacién de osteocalcina con colesterol (r=0.354, p<0.05). A las seis
semanas posparto la osteocalcina se elevo significativamente en ambos grupos,
siendo mayor en las pacientes del grupo control. La osteocalcina del grupo con
DMG se asoci6é de manera negativa con edad (r=-0.461, p<0.01), peso (r=-0.303,
p<0.05), glucosa (r=-0.374, p<0.05), colesterol (r=-0.303, p<0.05) y positivamente



con insulina (r=0.492, p<0.01) y resistencia a la insulina (r=0.450, p<0.01). Por otra
parte se evaluo el efecto de la lactancia en el posparto y se encontré que ésta no
afectaba los niveles de osteocalcina. A diferencia de lo observado en DM2, la
osteocalcina no es menor en mujeres con DMG. Sin embargo los niveles de
osteocalcina se asociaron con resistencia a la insulina en mujeres con DMG,

demostrando la interaccién hueso-metabolismo energético.

Conclusiones: Los niveles de osteocalcina son similares entre las mujeres con
DMG y embarazadas con tolerancia normal a la glucosa durante el embarazo. En
el posparto la concentracion de osteocalcina se elevan significativamente en
ambos grupos, siendo mas altos en mujeres con tolerancia normal a la glucosa. La

osteocalcina se asocia con resistencia a la insulina en mujeres con DMG.



ABREVIATURAS.

ADA: Asociacion Americana de Diabetes (American Diabetes Association).
CTG: Curva de tolerancia a la glucosa.

DMG: Diabetes mellitus gestacional.

DM2: Diabetes mellitus 2.

FSH: Hormona foliculo estimulante.

GAA: Glucosa de ayuno alterada.

GnRH: Hormona liberadora de gonadotropinas.
GPCR: Receptor acoplado a proteina G.

hCG: Gonadotropina coriénica humana.

hPL: Lactégeno placentario humano.

HOMA: Modelo homeostatico con datos basales.

IG: Intolerancia a la glucosa.

IGF 1y 2: Factor de crecimiento similar a la insulina.
IMC: indice de masa corporal.

IRMA: Ensayo radioinmunométrico.

IRS 1y 2: Sustratos de receptor de insulina.

LH: Hormona luteinizante.

OC: Osteocalcina.

cOC: Osteocalcina carboxilada.

ucOC: Osteocalcina decarboxilada.

OMS: Organizacién Mundial de la Salud.

PDGP: Factor de crecimiento derivado de las plaquetas.
PTOG: Prueba de tolerancia oral a la glucosa.

RI: Resistencia a la insulina.

RIA: Radioinmunoensayo.

TGF-B: Factor de crecimiento transformante 3.

TNF-a: Factor de necrosis tumoral a.



1. INTRODUCCION.

El embarazo es el Unico proceso vital que implica la modificacién de todos los
sistemas corporales. Comprende todos los procesos fisioldgicos de crecimiento y
desarrollo del feto en el interior del Utero materno, e incluye una gran cantidad de
modificaciones de caracter anatdmico, fisiolégico y psicologico. Uno de los
principales cambios se presenta en relacion al metabolismo de carbohidratos.
Diversas hormonas intervienen en la regulacion de este metabolismo,
principalmente algunas producidas por el tejido adiposo. Recientemente se
descubrié que la osteocalcina, una hormona producida por el tejido éseo, también
participa en esta regulacion.

La diabetes mellitus gestacional (DMG) es un padecimiento caracterizado por la
intolerancia a la glucosa con diversos grados de severidad, que se reconoce por

primera vez durante el embarazo, y que puede o no resolverse después de éste.

Las mujeres que desarrollan DMG tienen alto riesgo de desarrollar diabetes
mellitus 2 (DM2), en los 10 afios que siguen al embarazo. Ademas observaciones
recientes han sefialado que los productos de tales embarazos tienen mayor riesgo

de obesidad, diabetes y enfermedad cardiovascular.

Su identificacion temprana permite implementar medidas preventivas para
disminuir y controlar el nimero de casos, y a su vez evitar complicaciones y

secuelas posteriores.



2. MARCO TEORICO.

2.1 Eje Hipotalamo-adenohipéfisis-ovario.
La mujer esta sometida a grandes cambios hormonales durante toda la vida; estos
cambios se presentan de manera particular en el eje gonadal e inician desde la
pubertad, transcurren a través de la adolescencia y la vida reproductiva,
continuando en la menopausia y la vejez.* El eje hipotalamo-adenohipéfisis-ovario
es una parte fundamental en el desarrollo y la regulacion de una serie de sistemas

del cuerpo.

El hipotadlamo segrega diversas neurohormonas entre las que se encuentra la
hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), quien a través del sistema porta
hipofisiario se transporta hacia la parte anterior de la hipdfisis y se une a los
receptores en las células secretoras. En respuesta a la estimulacion de GnRH
estas células producen hormona luteinizante (LH) y hormona foliculo estimulante
(FSH).

En la etapa prepuberal hay un incremento en la secrecién de LH y FSH que dan
inicio a la pubertad. Durante la etapa reproductiva se aprecia el incremento de la
pulsatilidad en cada ciclo ovulatorio, que coincide con la secrecion maxima de
ambas gonadotropinas, donde predomina la secrecién de LH. Por ultimo durante
la etapa postmenopdausica predomina la secreciébn de FSH y se pierde esta
pulsatilidad (Figura 1).2
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Figura 1. Patrén de secrecién de las gonadotropinas.?

Durante la vida reproductiva se presentan cambios ciclicos necesarios para la
menstruacion y la gestacion, son llamados ciclos menstruales y se pueden
describir por los cambios que se producen en los foliculos del ovario (ciclo ovarico)
y en la capa endometrial del Gtero (ciclo uterino).! Ambos ciclos se dividen en tres
fases y estan sujetos al control primario de varias hormonas, como son la GnRH,

FSH, LH, estrégenos, progesterona e inhibina.?

El ciclo ovérico se divide en fase folicular, fase ovulatoria y fase litea, mientras

que el ciclo uterino se divide en menstruacion, fase proliferativa y fase secretora

(Figura 2).°
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Figura 2. Fases del ciclo ovarico y ciclo uterino.*

El inicio de la fase folicular en el ovario se asocia con el sangrado menstrual
procedente del atero. Justo antes del comienzo de cada ciclo aumenta la
secrecion de gonadotropinas en el I6bulo anterior de la hipofisis. Bajo la influencia
de la FSH, varios foliculos ovaricos empiezan a madurar. A medida que los
foliculos crecen, la FSH y la LH estimulan la produccion de hormonas esteroideas
en las células granulosas y de la teca, respectivamente. Las células de la teca
producen andrégenos que pasan a las células granulosas para convertirse en
estrogenos, los cuales ejerceran una retroalimentacion negativa sobre la secrecion
de FSH y LH, ademas de estimular la produccion de mas estrégenos. En el Gtero,
la menstruacion finaliza durante la fase folicular temprana; bajo la influencia de los
estrogenos el endometrio comienza a crecer (fase proliferativa). El estrogeno
también estimula a las células mucosas del cuello uterino. Cuando la fase folicular
esta por terminar, la secrecion de estrogenos en el ovario alcanza su valor maximo
(Figura 3), ademés las células granulosas comienzan a secretar inhibina y
progesterona. Los estrégenos que habian ejercido un efecto de retroalimentacion
negativa sobre la GnRH, comienzan a ejercer una retroalimentacion positiva y
como consecuencia la secrecion de LH aumenta y se produce un efecto llamado
pico de LH. La FSH también alcanza un pico, pero mas bajo, debido al bloqueo

[ L




ejercido por la inhibina y los estrogenos. Alrededor de 16 a 24 horas después del

pico de LH se produce la ovulacién.?
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Figura 3. Variacion en la concentracién de hormonas a través del ciclo
menstrual.’

El ovocito liberado durante la ovulacion, es capturado por la trompa uterina para
su fecundacion o su apoptosis. Después de la ovulacion, se forma el cuerpo lateo
que produce cantidades mayores de progesterona (hormona predominante
durante la fase latea) y estrégenos. Esta combinacién ejerce una retroalimentacion
negativa sobre la secrecion de gonadotropinas. Si no se produce embarazo, el
cuerpo lateo sufre apoptosis, la produccion de estrOgenos y progesterona se
reducen y aumenta la secrecion de FSH y LH. En consecuencia la capa superficial

del endometrio se desprende y comienza nuevamente la menstruacion.®
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2.2 Embarazo.
Si ocurre la fecundacion se presentan ajustes glandulares dinamicos y drasticos
que permiten responder a diferentes demandas entre los que destaca la
produccion de diversas hormonas por la unidad fetoplacentaria como
gonadotropina corionica humana (hCG), lactogeno placentario humano (hPL),

estrogenos y progesterona (Figura 4).
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plasma (estrogenos y.progesterona)
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} ] |
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«+—— (iclo fertil —»"
b Embarazo >

J
Figura 4. Patrén de secreciéon de hormonas durante el embarazo.®

La hCG es una hormona peptidica secretada por las vellosidades coridnicas y la
placenta, tiene influencia sobre el cuerpo Iiteo para que la produccion de

progesterona no se interrumpa y el endometrio se mantenga integro.>
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El hPL es otra hormona peptidica secretada por la placenta, involucrada en el
desarrollo de las mamas durante el embarazo y la produccion de leche, aunque
también esta involucrada en el metabolismo materno de la glucosa y los &cidos

grasos para mantener el crecimiento del feto.”®

Los estrogenos contribuyen a la produccion de conductos mamarios secretores de
leche y la progesterona es esencial para mantener el endometrio e inhibe las
contracciones uterinas. Ademas las concentraciones elevadas de estas hormonas

mantienen inhibida la hipdfisis por retroalimentacion.

2.2.1 Metabolismo durante el embarazo.
El embarazo es una condicion que implica una adaptacion metabdlica para suplir
los requerimientos del feto en desarrollo. Entre los diversos cambios asociados a
la gestacion se encuentra el aumento de los lipidos circulantes que a su vez
conlleva a algun grado de peroxidacion lipidica. En condiciones normales, este
fendbmeno se ve compensado por una elevacién paralela en los sistemas
antioxidantes.” El incremento de lipidos es fisiolégico durante el embarazo y en su
mayor parte se debe a variaciones hormonales. Este aumento aporta a la madre
una fuente valiosa, tanto para el mantenimiento de su metabolismo basal, como
para favorecer el desarrollo del producto, quien necesitard de fuentes lipidicas

para la construccién de sus membranas celulares.®

El inicio del embarazo es considerado una fase anabdlica, caracterizada por un
aumento en la produccion hepatica de triglicéridos. La remocion de los triglicéridos
circulantes resulta en un incremento en los depdésitos grasos de los adipocitos
maternos; en contraste el dltimo trimestre de embarazo es referido como una
etapa catabolica, donde se aumenta la liberacion de los acidos grasos desde los

adipocitos debido al estimulo de la lipasa sensible a hormonas placentarias.**



El colesterol total aumenta de forma moderada y el drastico incremento de
triglicéridos produce una disminucion en la sensibilidad a la insulina al interferir
con los mecanismos de transduccion de sefales de receptor de insulina

contribuyendo a un estado de resistencia a la insulina e inflamacion.** *°

En relacion al metabolismo de la glucosa, las demandas fisiologicas durante el
embarazo actian como una auténtica prueba metabdlica, ya que es un esfuerzo
para la madre, produciéndose cambios en el metabolismo de la glucosa para
cubrir las necesidades energéticas del feto. El embarazo se considera un estado
de resistencia progresiva a la insulina. Durante el primer trimestre de gestacion
aumenta la sensibilidad a la insulina atribuido a las altas concentraciones de
estrogenos favoreciendo el deposito de energia en el tejido adiposo. A partir del
segundo trimestre de gestacion, el musculo esquelético y el tejido adiposo
presentan un efecto de resistencia a la insulina. Los factores que condicionan la
resistencia a la insulina estan relacionados con la accion de los acidos grasos
libres y con la de diversas hormonas y citocinas que se encuentran elevadas
durante el embarazo (hPL, factor de necrosis tumoral alfa placentario [TNF-a]) y

algunas adipocinas como leptina.’

La resistencia a la insulina (RI) se define como un estado metabdlico en el cual los
efectos periféricos tisulares de la insulina se encuentran disminuidos y se presenta
por razones multiples como disminucién en la expresion del receptor de insulina
en la membrana celular, disminucion de la actividad de los sustratos de receptor

de insulina (IRS1y IRS2), y trastornos posreceptores.*

La resistencia a la accién de esta hormona se compensa mediante un aumento en

su secrecion por parte de la célula 3, resultando la llamada “hiperinsulinemia

compensadora”.'®



Durante el primer y segundo trimestre de la gestacion la hiperfagia materna
estimula el aumento de peso, el depésito de grasa y el aumento del indice de
masa magra. La sensibilidad de la insulina en los tejidos es normal o se encuentra
aumentada y, debido al consumo de glucosa por la placenta y al crecimiento fetal,
la madre se encuentra predispuesta a la hipoglucemia del ayuno. Durante el tercer
trimestre del embarazo, la sensibilidad de los tejidos maternos a la insulina
disminuye, la utilizacion de glucosa por los tejidos maternos es menor, a pesar del
aumento marcado de la produccién de insulina y de la secrecion de insulina
estimulada por la glucosa. La Rl promueve entonces la lipdlisis y la cetonemia del
ayuno, asi como la hiperglucemia e hiperinsulinemia posprandial, con lo cual hay
una mayor oferta de nutrientes al feto. En el pancreas materno el tamafio de los

islotes aumenta después del tercer mes de gestacion.’

Para medir la Rl se utilizan diversos métodos. La Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) aconseja utilizar la técnica de Clamp euglucémico, considerada el
estandar de oro. El método consiste en la infusion endovenosa de insulina para
mantener una insulinemia permanentemente elevada por encima de la
correspondiente al periodo de ayuno; simultdneamente se van realizando
determinaciones de glucemia cada 2-5 minutos para infundir glucosa a un ritmo tal
gue permita mantener una glucemia alrededor de 5mmol/l de forma estable. El
ritmo de infusion de glucosa necesario sera proporcional a la sensibilidad a la
insulina, y por tanto, inversamente proporcional a la insulino-resistencia. A pesar
de ser la técnica mas precisa y reproducible, no esta exenta de inconvenientes.™
Su complejidad hace que esté al alcance de pocos laboratorios y que no sea
factible en poblaciones grandes, ademas de que su uso no esta estandarizado.
Otros métodos similares al Clamp son: Test de tolerancia a la insulina, Modelo
homeostatico-CIGMA y Minimal model. El método para la valoracion de RI
basados en un estimulo oral es Insulinemia estimulada, ademas se han propuesto
indices a partir de los datos de la glicemia e insulina obtenidos mediante la prueba
de tolerancia oral a la glucosa, entre los que se encuentran el indice de

sensibilidad de Belftore, indice de sensibilidad de Cederholm e indice de



sensibilidad de Matsuda. Finalmente existen los métodos basados en datos
basales entre los que se encuentran: Insulinemia basal, QUICKI y el Modelo
homeostatico (HOMA).*

El método HOMA refleja fundamentalmente la resistencia a nivel hepatico, dejando

de lado la Rl muscular y del tejido adiposo.

EI HOMA se calcula de la siguiente forma:

Glucosa en ayuno (mmol/l) x Insulina en ayuno (mu/l) / 22.5 22

A pesar del uso comun del HOMA como indicador de RI a nivel poblacional, existe
escasa informacién respecto a los puntos de corte. Sin embargo, se considera un

indice de HOMA = 3.2 como expresion de resistencia a la insulina.



2.3 Diabetes Mellitus Gestacional.
La diabetes mellitus gestacional (DMG) es la alteracion en el metabolismo de los
carbohidratos que se detecta por primera vez durante el embarazo, generalmente
durante el segundo trimestre, ésta se traduce como una insuficiente adaptacion a

la resistencia a la insulina que se produce en la gestante. %

En principio, esto excluye a las diversas formas de diabetes pregestacional (tipo 1
0 2), aunque estas ultimas formas de hiperglucemia podrian ser diagnosticadas

por primera vez en el transcurso de la gestacion.’

La DMG es la complicacion endocrina més frecuente del embarazo y su frecuencia
es variable segun los distintos estudios, poblaciones y criterios diagndsticos
utilizados. Su importancia radica en que aumenta el riesgo de diversas
complicaciones obstétricas como pueden ser el sufrimiento fetal, macrosomia vy

problemas neonatales, entre otros (Cuadro 1).*°

Cuadro 1. Complicaciones asociadas con la DMG.*

Madre Feto

Preeclampsia Macrosomia

Eclampsia Muerte intrauterina

Polihidramnios Asfixia neonatal

Desgarros perineales Distocia de hombro y lesién nerviosa

Mayor nimero de cesareas Hipoglucemia

Parto prematuro Hipocalcemia

Infecciones vaginales y urinarias Ictericia
Cardiomiopatia (hipertrofia septal)
Eritrocitosis

La DMG es causada por los efectos bloqueadores de la accion de la insulina de

hPL, TNF-a, leptina, resistina y por la disminucion de adiponectina.*
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El tejido adiposo juega un papel en la regulacion del consumo de alimento, el
balance de energia y la homeostasis metabdlica a través de la produccion de
diversas adipocinas. Varias de estas hormonas afectan la homeostasis energética,
tales como leptina que se produce principalmente en tejido adiposo aunque
también en placenta, musculo, estdmago e higado. La placenta humana produce y
secreta leptina en la circulacion materna y la circulacion fetal, y las
concentraciones de leptina son elevadas en el embarazo independientemente del
indice de masa corporal. La leptina favorece la liberacion de citocinas como TNF-a

el cual esta asociado con una menor sensibilidad a la insulina.?®

La resistina, una adipocina de reciente descubrimiento, disminuye la sensibilidad a
la insulina e incrementa los niveles de glucosa en plasma. Los niveles mas
elevados de resistina en plasma se encuentran en las etapas tardias de la
gestacion, comparadas con las no embarazadas. Sin embargo, el papel exacto de
la resistina y muchas otras adipocinas en el embarazo est4 en proceso de ser

determinado.?® 4

La adiponectina se sintetiza exclusivamente en los adipocitos, presenta receptores
en musculo e higado, sus niveles en suero son mas bajos en el embarazo que en
las mujeres no embarazadas y su sintesis es frenada por citocinas como TNF-a e

IL-6. Aumenta la sensibilidad a la insulina y es vasculoprotectora.?*

2.3.1 Prevalencia.
La frecuencia de la DMG a nivel mundial es del 7%. En México, dependiendo de la
prueba, los criterios diagnésticos utilizados y de la poblacion estudiada se ha
reportado entre 3% y 19.6% (Cuadro 2).%%



Cuadro 2. Prevalencias de DMG en poblacién mexicana.®" %

Prevalencia DMG (%)

1988 Forsbach et al. 693 4.3
1993 Tamez et al. 732 6.0
1995 Meza et al. 519 11.0
1997 Lépez de la Pefia et al. 187 6.9
1997 Forsbach et al. 667 3.0
2005 Ramirez M. 8074 19.6
2010 Hinojosa et al. 260 13

En 1988, Forsbach et al. llevaron a cabo un estudio en el IMSS de Monterrey,
encontrando que después de la administracion de una carga de 100g de glucosa
el 4.3% de las mujeres alcanzaron los criterios diagnésticos de DMG. En otro
estudio, realizado también en Monterrey por Tamez y cols. en 1993, la prevalencia
encontrada fue de 6.0%, realizando una carga de 100g con una duracién de 3
horas poscarga. En 1995, Meza et al. realizaron un estudio en Ciudad Juérez,
encontrando que la prevalencia en esa region era de 11%, ademas de que 9% de
las mujeres que no alcanzaron los criterios diagndsticos de DMG tuvieron cifras
anormales en la curva de tolerancia a la glucosa (CTG) con una carga de 100g de
glucosa con mediciones a los 60, 120 y 180 minutos. En 1997 se realizaron dos
estudios, el primero a cargo de Lopez de la Pefia et al. donde informaron que la
prevalencia de DMG en mujeres atendidas en el IMSS de Aguascalientes fue de
6.9% aplicando una carga de 100g de glucosa con 3 determinaciones poscarga, el
segundo realizado nuevamente por Forsbach et al. utilizando una carga de 75g
durante 2 horas, indicando una prevalencia de 6.9% en mujeres del Hospital de
Gineco-Obstetricia de Monterrey. En 2005, se realizé un estudio en el Instituto

Nacional de Perinatologia donde utilizaron una carga de 100g de glucosa con
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duracion de 3 horas, la prevalencia reportada fue de 19.6%. Finalmente en 2010,
se realizd un estudio en el Hospital Judrez donde se detectaron 34 casos, 16 por
escrutinio (50g de glucosa) y 18 por curva de tolerancia oral a la glucosa,

obteniendo una prevalencia del 13%.%>3

2.3.2 Factores de riesgo.
Entre los factores de riesgo que incrementan la frecuencia de DMG encontramos:

» Edad materna mayor a 30 afos.

» Historia obstétrica (DMG, enfermedad hipertensiva especifica del
embarazo, abortos a repeticion y neomortabilidad fetal, macrosomia y
malformaciones fetales)

» Uso de medicamentos con accién hiperglucemiante (corticoides y otros).

Obesidad central IMC > 30.

» Historia familiar de DM2 especialmente entre los familiares de primer grado.

A\

Se puede agregar como factores de riesgo el hecho de pertenecer a determinados

grupos étnicos y el embarazo muiltiple.>*?’

2.3.3 Diagnéstico.
Actualmente se aceptan dos criterios para el diagnéstico de la DMG: el de la OMS
y el de la ADA (American Diabetes Association).*’

La OMS propone que se utilicen en la mujer embarazada los mismos
procedimientos de diagnéstico de DM2 y que toda mujer que redna los criterios
diagnésticos de intolerancia a la glucosa o DM2 sea considerada y manejada
como DMG. La OMS ademas recomienda que se utilice la curva de tolerancia a la
glucosa de 2 horas con 75g de glucosa por cuestiones de menor costo y
resultados similares en cuanto a sensibilidad y especificidad cuando se utilizan los
criterios de la ADA (Tabla 1).*’



Tabla 1. Criterios diagnosticos de DMG (OMS).

| mmol/l

Ayuno =110 =26.1

2 horas =140 >7.8

La ADA, por otra parte mantiene los criterios de O’ Sullivan y Mahan que se basan
en una prueba de escrutinio, que consiste en administrar una carga de 50g de
glucosa no importando la hora ni el tiempo de ayuno o posprandio. No requiere
preparacion de la paciente. Se medira la glucemia a la hora y sera positiva con un
resultado mayor o igual a 140mg/dl, requiriendo prueba complementaria de
tolerancia a la glucosa. Si el resultado es mayor o igual a 180mg/dl ser&
diagndstico de diabetes gestacional y se debera evitar la curva de tolerancia a la
glucosa.®® La prueba de tolerancia oral a la glucosa (PTOG) consiste en medir la
glucemia en ayuno y dos determinaciones posteriores a la ingesta de 75g de

glucosa via oral realizadas a los 60 y 120 minutos (Tabla 2).3%*

Tabla 2. Criterios diagnésticos de DMG (ADA).*% %2

Tiempo ADA
mg/dl mmol/|
Ayunas =92 =5.1
lhora =180 >10.0
2 horas =153 >8.5

Se diagnostica DMG cuando se excede uno o mas puntos de corte.*

En México de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-015-SSA2, se
recomienda que antes de efectuar la prueba de tolerancia a la glucosa, se debera
realizar la prueba de deteccion a toda embarazada entre las semanas 24 y 28 de
gestacion; si la glucemia plasmatica es de 130-179mg/dl una hora después de
administrar una carga de 50g de glucosa via oral, deberéa realizarse el examen
como lo indica la ADA y el diagnéstico de DMG se confirma si aparecen dos o mas

resultados anormales (ayunas = 95, 1 hora = 180 y 2 horas > 155).30 3% 4346
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2.3.4 Tratamiento.
El tratamiento de la DMG consiste en mantener la nhormoglucemia, monitoreando
los niveles de glucosa, siguiendo una dieta adecuada, reduciendo el consumo de
carbohidratos de 35-40% de la ingesta calorica total. EIl ejercicio sistemético y
adaptado a la mujer gestante es otro punto importante en el tratamiento de
diabetes. En los casos en que el plan nutricional no logre alcanzar las metas de
glucemia se requiere la administracion de insulina. Existen diferentes métodos
para iniciar la aplicacion de insulina y todos ellos se basan en el uso de

combinaciones de insulina de accién rapida, intermedia o prolongada (Tabla 3).%

Tabla 3. Insulinas indicadas en el tratamiento de DMG.

Principio Dosis Tiempo Efectos . .
. . Contraindicaciones
~_activo  recomendada (Periodo deuso)  adversos
Insulina Subcuténea o Hipoglucemia,
rapida IV ajustada a ansiedad,
humana. cada caso. sudoracion,
Andlogo de Subcutanea confusion,
insulina ajustada a . palidez, fatiga, Hipersensibilidad a
L Ajustada a cada : >
rapida lispro. cada caso. caso inestabilidad los componentes de
Insulina de Subcuts ' emocional la féormula e
accion u ctu gnea lipodistrofia, hipoglucemia.
intermedia a“és adaa hipersensibilidad
NPH. cada caso. inmediata.

El control adecuado de la glucosa sanguinea es el objetivo mas importante del
tratamiento de la DMG vy, en teoria, este control 6ptimo disminuiria la morbilidad y

mortalidad maternofetal.

2.3.5 Evaluacion posparto.
La DMG también constituye un riesgo para la madre después de la gestacion. Los
estudios de seguimiento han demostrado que 70% de estas mujeres desarrollaran
diabetes tipo 2 en un lapso de 6 a 10 afos posteriores al evento obstétrico v,
ademas, el 70% de las pacientes con DMG repiten el trastorno en el siguiente
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embarazo.*® Debido a esto, se debera reclasificar a todas las pacientes que
cursaron con DMG o Intolerancia a la Glucosa (IG) a partir de la sexta semana
posparto o al final de la lactancia cuando se esta utilizando insulina. Se realiza una
prueba de tolerancia a la glucosa de 2 horas con 75g de glucosa posprandial
cuyos puntos de corte se muestran en la Tabla 4. Si el resultado es normal, repetir
cada 3 afios. Las mujeres con IG al igual que aquellas que retornaron a la
normalidad, deben ser advertidas de que tienen un riesgo aumentado de
desarrollar DM2 en algin momento posterior de su vida y de que este riesgo se
puede reducir consumiendo una dieta balanceada, manteniendo un peso
adecuado e incrementando sus niveles de actividad fisica, y deben ser orientadas

sobre los signos y sintomas de diabetes.?® %

Tabla 4. Puntos de corte para el diagndstico de DM2.**

Ayuno Posprandial
(mg/dl) (mg/dl)
Normal <100 <140
GAA 100-125
IG 140-199
DM2 > 126 > 200

GAA (Glucosa de ayuno alterada), IG (Intolerancia a la glucosa), DM2 (diabetes mellitus 2)

Se ha reportado que pacientes con DM2 tienen riesgo elevado de fractura
derivado de una alteracion en la remodelacion Osea. Ademéas mudltiples
investigaciones han demostrado la intervencién de diversas hormonas en la
regulacion del metabolismo de carbohidratos, entre las que se encuentra la

osteocalcina, por lo que se ha vinculado con la DM2.
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2.4 Tejido 6seo.

2.4.1 Generalidades.
El esqueleto es una estructura dindmica, constituida por huesos. Es considerado

un tejido conjuntivo, de gran dureza y rigidez.

Sus principales funciones son:
e Sostén.
e Locomocion.
e Proteccion.

¢ Regulacion homeostética de la calcemia.

La funcién de sostén permite la insercibn muscular y por ende la locomocion
colaborando con la marcha y movimientos corporales funcionando como palancay
punto de anclaje para los musculos. El hueso también participa en la proteccion de
organos vitales como cerebro, pulmones y corazén. En cuanto a la regulacion
homeostéatica, desempefia un papel secundario y estad relacionado con ser
reservorio de calcio y fosfato que pueden ser movilizados desde la matriz ésea

hacia la circulacién sanguinea seguin sea necesario.*’

Desde el punto de vista anatomico los huesos se pueden clasificar en largos
planos y cortos. Desde el punto de vista histolégico los huesos se clasifican en
trabecular esponjoso y compacto denso. El hueso esponjoso se encuentra a nivel
de la epifisis de los huesos largos y cortos. EI compacto en la diafisis de los
huesos largos y como una cubierta en la epifisis de los huesos dandoles una
mayor resistencia. En algunos huesos, una cavidad central esta ocupada por la
meédula 6sea (Figura 5).

El hueso compacto proporciona fuerza y es mas grueso donde se requiere soporte
o donde se insertan musculos. El hueso esponjoso es menos fuerte y tiene

espacios llenos de células entre las trabéculas calcificadas.



,.) S Hueso
ff%\ SE esponjoso
Cortos
Largos Huesos del tarso s Hueso
Femur : i 4 ‘ compacto
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Escapula

Figura 5. Clasificacion del hueso.

2.4.1.1 Composicion.
El hueso es un tejido conectivo mineralizado, compuesto por una parte celular y
una no celular (material osteoide), la cual a su vez presenta dos fases, proteica y
mineral.
El hueso est& formado por tres componentes: 4>
> Matriz organica u osteoide: 90% esta constituido por colageno tipo I, el resto

lo componen otras proteinas como la osteocalcina, osteoprotegerina y

osteopontina.

» Matriz mineral: calcio y fosfato en forma de cristales de hidroxiapatita.
» Células, entre las que destacan:

v' Células osteoprogenitoras: Son células indiferenciadas con capacidad de
division mitotica, activadas durante el crecimiento 6seo normal para
remodelar y reorganizar el hueso a lo largo de la vida postnatal ante
situaciones estresantes como pueden ser las lesiones traumaticas.

v' Osteoblastos: Son células mononucleares que se localizan en las areas

de crecimiento del hueso, se encargan de formar la sustancia osteoide,
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sintetizar colageno y participar en la mineralizacion de la matriz producida
por él.

v' Osteocitos: Son células 6seas maduras, son las mas numerosas y estan
relacionadas directamente con los osteoblastos. Se presentan en el
interior de la sustancia intersticial calcificada, adaptandose al espacio que
ocupan.

v' Osteoclastos: Son células multinucleadas de gran tamafio que se
localizan en las zonas de reabsorcion 0sea, pertenecen a la familia de los
monocitos. Secretan enzimas Yy proteasas para llevar a cabo la

reabsorcion del tejido éseo.

2.4.1.2 Proceso de remodelacion 6sea.

El hueso es un tejido muy activo, el cual permanentemente esta eliminando tejido

viejo (actividad resortiva o de remodelacién) y formando tejido nuevo (actividad

formativa 0 de modelado). El conjunto de estas actividades se conoce como

recambio 0seo y debe realizarse en una forma balanceada, de tal manera que a

pesar de esta gran actividad metabdlica, el hueso permanece con su integridad

anatdmica y estructural.

El remodelado 6seo puede ser dividido en 5 fases (Figura 6):°%°*

1. Fase de quiescencia (reposo): El hueso se encuentra en condiciones de
reposo. Los factores que inician el proceso de remodelado no se
encuentran activados.

2. Fase de activacion: La activacion de la superficie 6sea se realiza mediante
la retraccién de las células limitantes (osteocitos) y la digestion de la
membrana enddstica por la accidon de las colagenasas. Al quedar expuesta
la superficie mineralizada se produce la atraccion de osteoclastos
circulantes procedentes de los vasos préximos.

3. Fase de resorcion: Los osteoclastos comienzan a disolver la matriz mineral
y a descomponer la matriz osteoide. Los macrofagos finalizan este proceso

y se liberan factores de crecimiento contenidos en la matriz, entre los que



se encuentran Factor de crecimiento transformante B (TGF-B), factor de
crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) y factor de crecimiento
similar a la insulina I 'y Il (IGF-1y 1I).

4. Fase de formacién: En las zonas reabsorbidas se produce el fenomeno de
agrupamiento de preosteoblastos, atraidos por los factores de crecimiento.
Los preosteoblastos sintetizan una sustancia cementante sobre la que se
adhiere el nuevo tejido y expresan proteinas morfogenéticas Oseas,
responsables de la diferenciacion. A los pocos dias, los osteoblastos ya
diferenciados van a sintetizar la sustancia osteoide para rellenar las zonas
perforadas.

5. Fase de mineralizacion: Aproximadamente a los 30 dias del depdsito
osteoide comienza la mineralizacion que finalizara a los 90 dias en la region

trabecular y a los 130 dias en el hueso cortical.

QUIESCENCIA ACTIVACION
e ahaw ==
Tejido 6seo »
viejo
Células de

s Osteoclastos
revestimiento

—_— Laguna —m

\ Linea

cementante

Tejido
QUIESCENCIA osteoide Osteoblastos RESORCION
MINERALIZACION FORMACION

Figura 6. Etapas del remodelado 6seo0.*



Durante el proceso de remodelacidn se sintetizan diversas sustancias que se
utilizan como marcadores:

e Fosfatasa alcalina 6sea (FAO)

e Calcio urinario

e Osteocalcina

e Hidroxiprolina

e Deoxipiridinolinas (DPD)

e Telopéptido carboxilo terminal (CTX)

Ademéas de las funciones mencionadas anteriormente se ha descubierto
recientemente que el hueso tiene la capacidad de funcionar como glandula
endocrina, ya que interviene en el metabolismo del organismo mediante la

produccién de hormonas proteicas, entre las que se encuentra la osteocalcina.*®

2.4.2 Osteocalcina.
La osteocalcina (OC), también conocida como BGP (del inglés Bone Gla Protein)
fue aislada por primera vez en 1977. Su produccion depende de las vitaminas D, K
y C. Es producida por el osteoblasto y el odontoblasto durante el proceso
osteogénico, formando parte de la matriz 6sea. Constituye aproximadamente
hasta un 20% del componente proteico no colageno en el hueso adulto. Sus
niveles estan regulados por las hormonas reguladoras de calcio como la
calcitonina, hormona paratiroidea y vitamina D que son necesarias en la

mineralizacion normal del hueso.®” °8

La OC esta formada por 49 aminoacidos en una Unica cadena polipeptidica y tiene
una masa molecular de 5800 Da. Posee 3 residuos del aminoacido acido
glutamico (Glu) en las posiciones 17, 21 y 24 que se pueden carboxilar (Gla)
(Figura 7).%9:©°



Figura 7. Estructura de la OC.%

Para la carboxilacién de los aminoacidos Glu se requiere de vitamina K que es un
cofactor de la gamma—glutamil-carboxilasa (Figura 8). Cuando la accion de la
vitamina K es antagonizada por la administracion de warfarina (anticoagulante de
tipo dicumarinico), la conversiéon de los restos Glu a Gla no pueden ocurrir, por lo
gue no se produce el procesamiento del péptido maduro y su precursor se

acumula intracelularmente. O bien, la OC sintetizada, al no poseer Gla, no se une

al mineral y es liberada a la circulacién.®%®°
Osteocalcina Osteocalcina
descarboxilada y-carboxilada
g/ \—I-_'/' N\ N _ -i-," N
CH, co, O, CH,
| I
CH, \ - HC-COOH
I Vitamina K |
COOH COOH
Residuos Residuos de
de glutamil y-carboxiglutamil

Figura 8. La Vitamina K acttia como co-factor en la gamma-carboxilacién.®
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La carboxilacion postraduccional de los Glu facilita la union de calcio e
hidroxiapatita. Cuando los residuos de acido y-carboxiglutamico se unen al calcio
libre (Ca?"), facilitan un cambio conformacional en la osteocalcina que favorece su
alineacion de una manera complementaria con los iones Ca®* del eje C del cristal
de hidroxiapatita, lo cual le permite controlar el tamafio y la forma del cristal en la

red de fibras colagenas.

Cuando los tres residuos Glu de la OC se carboxilan completamente, se conoce
como osteocalcina carboxilada (cOC), ésta se une a la hidroxiapatita y los
residuos Gla son protegidos de la descarboxilacion térmica; cuando uno de los
tres residuos no se carboxila, se conoce como osteocalcina decarboxilada (ucOC)
y ésta entra en circulacion para ser utilizada en érganos periféricos participando en

el metabolismo.®!

La decarboxilacion de la OC puede darse por la acidificacién del medio por parte
del osteoblasto, o bien, por deficiencia de vitamina K.%* Las concentraciones de
ucOC son un marcador de renovacion 6sea y estado de Vitamina K en hueso. Una
dieta deficiente en Vitamina K estd relacionada con niveles elevados ucOC.
Ademas los niveles elevados de ucOC estan asociados con un incremento en el
riesgo de fracturas y una densidad mineral 6sea disminuida de cadera en mujeres

pre y post menopausicas.

2.4.2.1 Receptor.
Se ha propuesto al GPRC6A como candidato a receptor de la osteocalcina,
regulando el metabolismo energético. Este receptor modula directamente la
sefalizacion en los osteoblastos, células de la préstata, células de Leydig vy

células beta pancreaticas.®®"°



El GPRCG6A es un receptor de membrana que ademas se encuentra en adipocito,
musculo esquelético e higado. Cuando la osteocalcina se une a él, éste se activa,
disminuyendo la masa grasa y los niveles de leptina, incrementando la masa

muscular y disminuyendo la esteatosis respectivamente.”*

Se postula que la osteocalcina funciona como activador alostérico de GPRC6A
con mecanismo de activacion similar al calcimimético, ya que requiere la presencia
de una concentracion umbral de calcio para que se produzca la sefalizacion.

Otros aminoé&cidos y cationes activan al GPRC6A (Figura 9)."*

Posibles sitios de union Skioortostéidco

alostéricos para OC
(A? /\ VFTM
\\\ e '\ﬁ\\l‘ P
‘ // | Ca?
Sitio de unién R ) L-Arg
calcimimético

7-T™

Figura 9. Modelo hipotético de la activacion ligando y la modulacién
alostérica de GPRCBA."

El GPRC6A es un miembro de la familia C de receptores acoplados a proteinas G
gue estd estrechamente relacionado con el receptor de deteccion de calcio
(RSCa). Algunos estudios han demostrado su activacion por cationes, pero
comparado con el RSCa, se necesitan concentraciones extracelulares mas altas

de calcio para activarlo.”
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El receptor GPRC6A consiste en una cadena polipeptidica simple con siete
segmentos a-hélice transmembranales que tienen una estructura tridimensional
comun, estos dominios estan unidos entre si por tres asas polipeptidicas
intracelulares, el asa larga compuesta basicamente de aminoacidos hidrofilicos
entre las hélices 5 y 6 que es el sitio de interaccion o acoplamiento a proteina G, y
tres asas extracelulares, una cuarta asa citoplasmatica puede formarse cuando el
segmento C- terminal se une a la membrana por atraccion lipidica a la cadena de
aminoacidos, un segmento N-terminal glucosilado extracelular y el segmento C-

terminal a nivel citoplasmatico.”

Cuando son activados por los ligandos apropiados los GPCRs usualmente pueden
reconocer y activar mas de una proteina G pero solo interactia con un subtipo

especifico de proteina G expresada en la célula diana.”

Las proteinas G actuan como transductores, agentes que transmiten estimulos a
enzimas efectoras. Las proteinas G tienen actividad de GTPasa. Cada proteina G
esta integrada por una subunidad a, una B y una y. El complejo G-aBy y GDP es
inactivo. Cuando un complejo receptor de hormona se difunde en la membrana y
se une a G-aBy, induce a que la proteina G cambie a una conformacion activa.
Las proteinas G se encuentran en docenas de sefalizacion, que incluyen a la
adenilil ciclasa y a las inositol-fosfolipido. Una enzima efectora puede responder a

proteinas G estimuladoras (Gs) o a proteinas G inhibidoras (Gi)."?

2.4.2.2 Osteocalcina y resistencia a la insulina.
Desde hace 17 afos diversos estudios epidemiolégicos demostraron que la
osteoporosis era menos frecuente en personas obesas, por ello se postuldé una

regulacion de la remodelacion 6sea por el metabolismo energético.

Estudios recientes han mostrado que la accion de la osteocalcina no so6lo esta
relacionada con el metabolismo 0seo, sino también con el metabolismo de la

glucosa y la masa grasa.”® En los estudios experimentales realizados en ratones



carentes del gen de osteocalcina (OC-/-mice) se ha encontrado mayor nivel de
glucosa y menor secrecion de insulina que los ratones silvestres. Ademas se ha
observado una menor sensibilidad a la insulina asi como una disminucion en la
expresion de genes asociados con la accion de la insulina en musculo e higado. El
tamafo y numero de los islotes de Langerhans asi como el numero de las células
B estan disminuidos y presentan ademas un incremento en la masa grasa, en el
namero de adipocitos y en los niveles séricos de triglicéridos. Se ha encontrado
también una menor expresion en niveles séricos de adiponectina que es una
adipocina asociada con sensibilidad a la insulina. Con esos animales de
experimentacion se han realizado cultivos celulares de osteoblastos, islotes de
Langerhans y adipocitos a los que se les adiciona OC y se ha observado una
produccion de insulina y adiponectina por parte de los islotes y adipocitos
respectivamente, encontrando un mayor efecto con ucOC. Finalmente para
evaluar si la OC afectaba in vivo el metabolismo de glucosa, a los ratones (OC-/-
mice) se les realizé una carga de glucosa con OC y se observd una disminucion
significativa de los niveles de glucosa asi como un incremento de los niveles de

insulina y adiponectina.®® ™

De esta manera se propuso a la osteocalcina, particularmente a la ucOC, como
una hormona que mejora la tolerancia a la glucosa incrementando la proliferacion
de las células B, la expresion y secrecion de insulina, la sensibilidad a la insulina

en tejidos periféricos y la expresién de adiponectina.”

Por otra parte también se ha descrito una accién de la insulina en los osteoblastos
en los que limita la produccion de osteoprotegerina, un inhibidor de la maduracién
de osteoclastos. Este mecanismo facilita la resorcion Osea produciendo un

ambiente 4cido que promueve la descarboxilacién de la OC (Figura 10).%% 78
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Figura 10. Participacion de lainsulina en el osteoblasto.”

Los estudios realizados en humanos han descrito que las concentraciones
circulantes de osteocalcina total estan, en general, asociados de manera inversa
con la glucemia, consistente con la hipotesis que sugiere que la osteocalcina
afecta la funcion de la célula B y la sensibilidad de los tejidos a la insulina. Sin
embargo, los datos con respecto a la ucOC no son concluyentes por lo que el
papel de esta hormona en el metabolismo de la glucosa, a diferencia de lo

reportado en ratones, aln no esta completamente definido.®*

2.4.2.3. Osteocalcina y diabetes mellitus 2.
Diversos estudios epidemioldgicos han descrito un riesgo incrementado de
fractura en pacientes diabéticos derivado de una alteracion en la remodelacién
Osea. Estudios bioguimicos e histomorfométricos de formacion de hueso indican

qgue hay una disminucion de la formacion 0sea en este tipo de pacientes.
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En relacién a la OC se ha encontrado que personas con DM2 presentan menor
nivel de OC que personas con metabolismo normal de la glucosa y que los niveles
de OC se asocian inversamente con los niveles de glucosa, insulina, Rl vy
hemoglobina glicosilada (HbAlc). Asimismo se ha observado que la ucOC se
asocia de manera negativa con la masa grasa y de manera positiva con la

adiponectina.’ 8983

El tratamiento hipoglucemiante en personas con DM2 se ha asociado a un
incremento en los niveles séricos de OC debido a que niveles elevados de glucosa

alteran la expresion y secrecion de OC en los osteoblastos.

2.4.2.4 Osteocalcina y diabetes mellitus gestacional.
Hasta el momento soOlo se ha publicado un estudio realizado en mujeres
caucasicas con DMG y peso normal en el que se encontré6 mayor nivel de OC
comparadas con mujeres embarazadas con tolerancia normal a la glucosa.
Ademas se encontrd correlacion positiva de la OC con insulina, glucosa y péptido
C. Doce semanas después del alumbramiento los niveles de OC fueron similares
entre ambos grupos y no se encontraron las asociaciones de OC observadas en el
embarazo.®* Estos hallazgos sugirieron un incremento compensatorio de OC en la

presencia de alteracién en el metabolismo de glucosa en el embarazo.

Por tal motivo, en el presente estudio se evalu6 la concentracion de osteocalcina
en mujeres con DMG en comparacion con mujeres sanas durante el tercer
trimestre de embarazo y seis semanas posparto, con el fin de conocer la
asociacion de osteocalcina con resistencia a la insulina en poblacion mexicana y
entender los mecanismo por los cual actla la osteocalcina sobre la regulacion del

metabolismo de glucosa en diversos tejidos.



3. PLANTEAMIENTO DE PROBLEMA.

Se sugiere que la osteocalcina esté involucrada en la regulacion del metabolismo
de la glucosa. En modelos animales se ha demostrado que la osteocalcina puede
estimular la secrecion de insulina, asi como aumentar la sensibilidad de la misma.

En multiples estudios realizados en DM2 se ha encontrado que los niveles de OC
se encuentran disminuidos, asociandose inversamente con los niveles de glucosa,
insulina y RI. En relacién a la DMG existen escasos estudios en los que se ha
reportado una asociacion diferente a lo encontrado en la DM2. Sin embargo se
desconoce como se comporta la OC en mujeres mexicanas (que corresponden a
un grupo étnico de riesgo elevado de DM2) con sobrepeso/obesidad. Por tal

motivo nos planteamos las siguientes preguntas de investigacion:

¢,Como se encuentran los niveles de osteocalcina en mujeres con diabetes

mellitus gestacional?

¢Habra asociacion de osteocalcina con insulina, glucosa y resistencia a la

insulina?

4. HIPOTESIS.

Se espera que los niveles séricos de osteocalcina: se encuentren disminuidos en
mujeres con DMG comparadas con mujeres con embarazo normal; que persistan
disminuidos en aquellas con alteracion en el metabolismo de glucosa en el

posparto y que se asocien inversamente con resistencia a la insulina.

5. OBJETIVOS.

Comparar los niveles séricos de OC entre los grupos de DMG y embarazo normal.
Asimismo evaluar la asociacion de OC con resistencia a la insulina durante el

embarazo y posparto.



6. DISENO EXPERIMENTAL.

6.1 Descripcion del estudio.

Previo consentimiento informado (Anexo 1), se realizé un estudio prospectivo
comparativo®® en pacientes mexicanas del Hospital de Gineco-Obstetricia No. 3
del CMN “La Raza”. El grupo de pacientes estuvo integrado por 50 mujeres con

DMG y 50 mujeres embarazadas con tolerancia normal a la glucosa.

Criterios de inclusion:

>

>

Mujeres con DMG diagnosticada por una prueba de tolerancia oral a la
glucosa de 2 h con 75 g de glucosa a las 24-28 semanas de gestacion.

Mujeres con embarazo normotenso y euglucémico.

Criterios de exclusion:

>

Las participantes con hipertension arterial, enfermedad renal y trastornos de

la tiroides.

Criterios de eliminacion:

>

Todas aquellas que no asistieron a sus evaluaciones programadas.

Variables independientes:

>
>

DMG.

Embarazo normal.

Variables dependientes:

>

vV V V V V

indice de resistencia a la insulina.
Concentracion de osteocalcina.
Concentracion de insulina.
Concentracion de glucosa.

Edad.

Peso.



6.2 Material y métodos.

A todas las pacientes se les tomdé una muestra venosa en el periodo de 26-34
semanas de gestacion, se evalud su presion arterial y se realizé su historia clinica
para conocer sus antecedentes familiares, obstétricos y médicos, ademas se
tomaron sus medidas antropométricas (Anexo 2). Se invité a las participantes a
una evaluacion posparto seis semanas después de concluida la gestacién (Figura
11). Unicamente a las participantes del grupo con DMG se les evaludé su

metabolismo de glucosa utilizando los criterios de la ADA.

Incluidos en el estudio

n =100
|

v \%
Grupo control Grupo con DMG

50 50
Evaluacioén en el Evaluacion en el

3er trimestre de gestacion: 50 3er trimestre de gestacion: 50
Evaluacion seis semanas Evaluacion seis semanas
posparto: 43 posparto: 43

Datos analizados: Datos analizados:

43 43

Figura 11. Diagrama de seguimiento de las pacientes durante el estudio.



Las mediciones se realizaron en la Unidad de Investigacion Meédica de
Enfermedades Endocrinas, Diabetes y Metabolismo, Hospital de Especialidades,
CMN “Siglo XXI".

6.2.1 Técnicas.
Material biologico. Se obtuvieron muestras de sangre venosa para los analisis
bioguimicos. Por la mafiana entre las 7:30 y 8:30am después de un ayuno menor
a 1lOhoras, se tomd sangre de vena antecubital por el sistema vacutainer sin
anticoagulante y con EDTA como anticoagulante. Las muestras fueron
centrifugadas a 400g durante 15 minutos y se hicieron alicuotas que fueron
conservadas a -70°C hasta la realizacion de los inmunoensayos.

6.2.1.1 Anélisis bioquimicos.
En todos los pacientes, incluyendo controles, se determinaron las pruebas
bioguimicas (glucosa, colesterol y triglicéridos), asi como los inmunoensayos
(Anexo 3).

Las técnicas utilizadas fueron las siguientes:
e Colesterol: Estuche comercial para la determinacion de colesterol. Método
enzimatico CHOD-POD (SPINREACT).
Fundamento: El colesterol presente en la muestra origina un compuesto coloreado
después de la hidrolisis enzimatica y oxidacion.
Procedimiento: Muestras (suero) y patron se mezclan e incuban con el reactivo de
color durante 10 min a 15-25°C y se mide la absorbancia a 505nm frente al blanco

de reactivo.

e Triglicéridos: Estuche comercial para la determinacion de triglicéridos.
Método enzimatico GPO-POD (SPINREACT).
Fundamento: Los triglicéridos se determinan tras la hidrélisis enzimética con

lipasas.



Procedimiento: Muestras (suero) y patrén se mezclan e incuban con el reactivo de
color durante 10 min a 15-25°C y se mide la absorbancia a 505nm frente al blanco

de reactivo.

e Glucosa: Estuche comercial para la determinacion de glucosa. Método
enzimatico GOD-POD (SPINREACT).
Fundamento: La glucosa se determina colorimétricamente después de una
oxidacion enzimética en presencia de glucosa oxidasa.
Procedimiento: Muestras (suero) y patron se mezclan e incuban con el reactivo de
color durante 10 min a 15-25°C y se mide la absorbancia a 505nm frente al blanco

de reactivo.

6.2.1.2 Inmunoensayos.
El inmunoensayo es una técnica analitica que se basa en la reaccion de
conjugacion antigeno-anticuerpo (Ag-Ab). Su gran sensibilidad y especificidad
permite la cuantificacibn de compuestos presentes en liquidos organicos en

concentracion reducida, del orden de ng/ml o pg/ml (Anexo 4).

Las técnicas utilizadas fueron las siguientes:

e Osteocalcina: OSTEO-RIACT. Kit para el ensayo radioinmunométrico de

osteocalcina en suero o plasma humano (CISBIO).

Fundamento: Ensayo radioinmunométrico (IRMA) de sandwich en fase sdlida.
Utilizando dos anticuerpos monoclonales contra dos sitios antigénicos apartados
entre si. EI primero es fijado en el tubo de recubrimiento y el segundo marcado
con yodo (1'*) se utiliza como trazador. Las moléculas de osteocalcina presentes
en los estdndares o en las muestras estan dispuestas en sandwich entre los dos
anticuerpos. La radioactividad del tubo recubierto es proporcional a la
concentracion de osteocalcina presente en la muestra.
Procedimiento: Muestras (plasma), control o estandar se mezcla e incuba con el

anticuerpo marcado durante 2 horas a 18-25°C. Se elimina el exceso de



anticuerpo marcado mediante lavados y se mide la radiacion unida a cada tubo

con un contador de centelleo gamma.

Insulina: Kit de RIA especifico para Insulina Humana (Cat. # HI-14K)
(MILLIPORE).

Fundamento: Radioinmunoanalisis (RIA), una concentracion preparada de
antigeno marcado es incubado con una dilucion constante de antisuero, donde la
concentracion de antigeno ligado al anticuerpo esta limitada. Si el antigeno no
marcado es agregado al sistema, habra competencia entre el antigeno marcado y
el no marcado para ocupar los sitios del anticuerpo que se encuentra en
concentracion contante y limitada.

Procedimiento: Muestras (suero) o estandar se mezcla con antigeno marcado

(Insulina humana con 1'%

) y anticuerpo (anti insulina humana) y se incuba de 20-
24 horas a temperatura ambiente con agitacion. Se agrega agente precipitante y
se incuba durante 20 min a 4°C. Centrifugar, decantar y se mide la radiacion con

un contador de centelleo gamma.

6.3 Diseno estadistico.
Se describieron los datos mediante promedio y desviacion estandar (XtDE). Para
el analisis estadistico se utilizé el programa IBM SPSS Statistics versiéon 19. Se
realizd la prueba “t de Student” para evaluar la diferencia entre los grupos de

estudio y para correlacionar las variables se realizé la prueba de Pearson.



7. RESULTADOS.

Se evaluaron 50 mujeres con DMG y 50 mujeres embarazadas normotensas y
euglucémicas (control). Sin embargo, sélo acudieron 43 mujeres con DMG y 43
mujeres del grupo control a la evaluacién posparto, por lo que se excluyeron a 14

participantes.

En la Tabla 5 se muestran las caracteristicas de las pacientes previas al
embarazo. Las pacientes diagnosticadas con DMG eran de mayor edad y peso
que las mujeres del grupo control, ademdas tenian un mayor porcentaje en los
factores de riesgo como son antecedentes familiares de DM2 y DMG en

embarazos previos.

Tabla 5. Caracteristicas de las pacientes previas al embarazo.

Caracteristicas . el
(n=43) (n=43)

Edad (afios) 30.42 + 4.37* 27.86 £ 5.08
Peso (kg) 73.83 +£14.82* 56.85+11.74
IMC (kg/m?) 30.60 + 5.26* 24.04 + 4.70
Familiares con DM2 n (%) 31 (72)* 11 (26)
DMG previa (%) 8 (18)* 0 (0)
Gestas previas totales n (%)
0 7 (16) 12 (28)
10 mas 36 (84) 31(72)
Partos n (%) 23 (35) 25 (46)
Cesareas n (%) 25 (38)* 13 (24)
Abortos n (%) 18 (27) 16(30)

Los datos se presentan como X+ DE
*p <0.05




Las caracteristicas de las participantes en el tercer trimestre de gestacion y seis

semanas posparto se muestran en la Tabla 6. Durante el embarazo las pacientes

con DMG presentaron mayor peso,

IMC, glucosa,

insulina, triglicéridos y

resistencia a la insulina, mientras que los niveles de colesterol eran menores en

comparacion al grupo control. Los niveles plasmaticos de osteocalcina fueron

similares en ambos grupos durante la gestacion (Figura 12).

Tabla 6. Caracteristicas antropométricas y bioquimicas de las participantes

durante el embarazo y posparto.

Grupo DMG Grupo Control
8 ey 6 semanas " UEEE; 6 semanas
trlmestr_e’de posparto trlmestr_e,de posparto
gestacion gestacion
Peso (kg) 80.05 * 13.20*t 72.15 + 13.25¢% 65.61 + 11.37* 60.39 + 10.91
IMC (kg/mz) 33.35 £ 4.55*t 30.00 = 4.66%1 27.87 £4.71* 25.53 +4.69
Glucosa (mg/dl) 100.84 = 29.64% 102.35 + 32.14¢% 70.66 +£ 9.30 76.56 £ 9.75

Colesterol (mg/dl)

240.73 + 42.71%

228.96 *+ 48.56

268.48 + 59.81*

227.76 £ 50.17

Triglicéridos (mg/dl)

293.10 + 130.90*

194.00 + 98.85

250.81 + 100.49*

161.20 + 97.56

Osteocalcina (ng/ml) | 17.37 + 9.68* 26.27 + 9.221 17.64 + 8.26* 33.52 + 12.00
Insulina (uU/ml) 42.09 + 62.83*t | 11.60 + 14.48% 9.42 + 9.58* 5.07 +4.51
HOMA 11.42 + 18.00* 2.71+3.34 1.72 £ 1.86* 1.00 + 0.97

*p <0.05 Embarazo — Posparto
t p <0.05 DMG - Control
Los datos se presentan como X + DE
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En el andlisis de correlacion la osteocalcina se asocio con la ganancia de peso
(r=0.379, p<0.05), IMC (r=0.379, p<0.05) y resistencia a la insulina (r=0.316,
p<0.05) en mujeres con DMG (Figura 13). Mientras que en las mujeres del grupo
control sélo se encontré asociacion de osteocalcina con triglicéridos (r=0.354,
p<0.05).
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Figura 13. Asociacion de OC con RI, IMC y ganancia de peso durante el
embarazo en mujeres diagnosticadas con DMG.
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A las seis semanas posparto a las mujeres del grupo con DMG se les realizé una
prueba de tolerancia a la glucosa y 40 fueron clasificadas con tolerancia normal a

la glucosa (93.02%), dos con intolerancia a la glucosa (4.65%) y una con diabetes
(2.33%) (Figura 14).

4.65%
n=2

@ Tolerancia normal
ala glucosa

Intolerancia a
la glucosa

B DM2

Grupo DMG

Figura 14. Evaluacion de metabolismo de glucosa en pacientes con DMG
previa.
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En el posparto las mujeres del grupo con DMG presentaron mayor peso e IMC, asi
como niveles mas altos de glucosa, insulina y colesterol que el grupo control. En
relacion a la osteocalcina, ésta se elevd significativamente en ambos grupos,
siendo mayor en las pacientes del grupo control (Figura 14).

La osteocalcina del grupo con DMG se asocid de manera negativa con la edad
(r=-0.461, p<0.01), peso (r=-0.303, p<0.05), glucosa (r=-0.374, p<0.05) y colesterol
(r=0.-303, p<0.05). De forma positiva con insulina (r=0.492, p<0.01) y resistencia a
la insulina (r=0.450, p<0.01) (Figuras 15).
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En el grupo control no se encontrd asociacion entre osteocalcina y triglicéridos, sin
embargo estos se asociaron con el IMC (r=0.378, p<0.05) e insulina (r=0.381,
p<0.05).

Por otra parte se evaluo el efecto de la lactancia en el posparto y se encontrd que

ésta no afectaba los niveles de osteocalcina (Tabla 7).

Tabla 7. Niveles de OC en mujeres lactantes y no lactantes de ambos grupos.

Osteocalcina (ng/ml)
Lactancia 26.84 £+ 9.44
Grupo DMG i
No lactancia 22.75+7.49
Lactancia 36.02 +11.70
Grupo control :
No lactancia 31.81+12.63

Los datos se presentan como X = DE



8. DISCUSION.

La DMG es un padecimiento que deriva de un trastorno en el metabolismo de los
carbohidratos con diversos grados de severidad, que se reconoce por primera vez
durante el embarazo.?? Es el tercer problema de salud plblica mas importante, ya
que representa casi el 90% de todos los embarazos complicados con diabetes. Es
un problema frecuente y grave debido a las multiples complicaciones materno-
fetales que acarrea. Ademas las mujeres que desarrollan DMG tienen alto riesgo

de desarrollar DM2 en los 10 afios posteriores al embarazo.3%

La DMG, al igual que la DM2, es una enfermedad multifactorial, ya que diversos
factores como edad, historia heredofamiliar, obesidad y grupo étnico influyen en su
desarrollo.®**3’ En nuestro estudio encontramos que las mujeres con DMG
presentaron mayor porcentaje en factores de riesgo como historia heredofamiliar,
ceséareas y DMG previa. Ademas presentaron mayor edad, peso e IMC que el

grupo control.

Durante el embarazo, el grupo con DMG presento niveles significativamente mas
altos de glucosa, colesterol, insulina y resistencia a la insulina. Esto como
consecuencia de la incapacidad de las células B del pancreas de la madre para
compensar el estado de resistencia periférica progresiva a la insulina
caracteristico del embarazo.® Los niveles plasmaticos de osteocalcina fueron

similares en ambos grupos durante la gestacion.

Sin embargo se encontré asociacion de osteocalcina con ganancia de peso, IMC y
con resistencia a la insulina en mujeres con DMG. Mientras que en las mujeres del
grupo control sélo se encontré asociacion de osteocalcina con triglicéridos. Las
mujeres con DMG presentaban obesidad, que se ve reflejado en el IMC y en la
ganancia de peso; se sabe que la obesidad promueve la formacion de hueso
disminuyendo el riesgo de fractura y que éste pueda cumplir su funcion de sostén,

locomocion y proteccion de una masa corporal mucho mas grande de la prevista.



En el posparto, las mujeres con DMG permanecieron con niveles de glucosa e
insulina elevados. En el grupo control disminuyeron colesterol, triglicéridos,
insulina y resistencia a la insulina. En relacion a la osteocalcina, ésta se elevd
significativamente en ambos grupos, siendo mayor en las pacientes del grupo
control. La osteocalcina del grupo con DMG se asocié de manera negativa con la
edad, peso, glucosa y colesterol; y positivamente con insulina y resistencia a la
insulina. Mientras que en el grupo control se perdi6 la asociacion de osteocalcina

con triglicéridos observada en el embarazo.

El incremento de osteocalcina en el posparto se ha asociado a modificaciones del
metabolismo 6seo durante la gestacion. Se sabe que durante el embarazo la
mujer debe formar y mantener el esqueleto del feto y el neonato. Durante el tercer
trimestre de gestacion se da la demanda maxima de calcio.®® Aproximadamente
35 gramos de calcio atraviesan la placenta por transporte activo y otros treinta
gramos de calcio son cedidos durante los primeros cuatro meses de lactancia,
provenientes del esqueleto y la dieta materna.®” ® Los marcadores bioquimicos
del metabolismo 6seo que se han evaluado durante la gestacion han indicado un
aumento de la resorcidon del hueso en la ultima mitad de la gestacion y ésta se
mantiene elevada durante la lactancia. A su vez la formacion de hueso, reflejada
en los niveles de osteocalcina, aumenta en el tercer trimestre y alcanza su punto
méximo durante la lactancia.?®®* En este estudio no se encontré diferencia de
osteocalcina en relacién a la lactancia en los dos grupos. Con respecto a la
evaluacion del metabolismo de glucosa en las mujeres del grupo con DMG el
6.98% presentd alteracion en el metabolismo de glucosa a las seis semanas
posparto. Se sabe que las mujeres mexicanas tienen un riesgo elevado de

desarrollar DM2 en los 10 afios posteriores al embarazo.

Nuestros resultados difieren con los obtenidos en el estudio realizado en mujeres
europeas, donde las mujeres con DMG presentaron mayores niveles de
osteocalcina durante la gestacién, ademas se encontrd un incremento de

osteocalcina doce semanas después del alumbramiento. Sin embargo los niveles



de OC fueron similares entre ambos grupos y no encontraron las asociaciones de
OC que habian observado en el embarazo.?* Las diferencias entre estos dos
estudios pueden atribuirse a las caracteristicas de la poblacion como edad, peso,
carga genética, estilo de vida y actividad fisica. En el estudio realizado en mujeres
europeas con DMG, los grupos se encontraban pareados, es decir, presentaban
caracteristicas similares en cuanto a edad, peso e IMC, ademas ninguna de las
mujeres presentaron factores de riesgo. Ademas sefialaron que todas las mujeres
con DMG regresaron a un estado normal de tolerancia a la glucosa a las 10-12
semanas posparto. Ademas sefialaron que todas las mujeres con DMG regresaron

a un estado normal de tolerancia a la glucosa a las 10-12 semanas posparto.

Por otra parte diversos estudios en pacientes con DM2 han descrito un menor
nivel de OC que personas con metabolismo normal de la glucosa.®® "*"" Lo que
concuerda con nuestro estudio, en el que los niveles de osteocalcina son mas
bajos en el grupo con DMG previa. Sin embargo las asociaciones de los niveles de
osteocalcina con los niveles de glucosa, insulina y Rl en pacientes con DM2 han
sido negativas y en nuestro estudio la osteocalcina se asocié de manera positiva
con insulina y resistencia a la insulina. Se sabe que durante la resorcion ésea, el
medio se acidifica, favoreciendo la decarboxilacién y liberaciébn de osteocalcina a
la circulaciéon, cuando la osteocalcina se une a su receptor en el pancreas estimula
la produccion y secrecidén de insulina, que a su vez se une a su receptor en el
osteoblasto limitando la produccién de osteoprotegerina, este mecanismo facilita la
resorcion Osea, lo que sefiala una interaccion entre el hueso y el metabolismo

energético.”®

Es importante sefialar que en nuestro estudio se cuantifico la osteocalcina total,
que incluye a la osteocalcina carboxilada y decarboxilada. En estudios realizados
en modelos animales se ha encontrado que la osteocalcina decarboxilada
presenta un efecto hormonal participando en el metabolismo energético, mientras
gue la osteocalcina carboxilada es la forma inactiva en el metabolismo,

cumpliendo su funcion Unicamente como fijadora de calcio durante la formacion



6sea.®’ Sin embargo los resultados obtenidos de modelos animales difieren de lo
encontrado en estudios realizados en humanos, los cuales a su vez han sido
diversos y en ocasiones contradictorios, teniendo en cuenta que los niveles de

osteocalcina varian segun el género y la etapa.

Se sabe que la poblacion mexicana cuenta con alta prevalencia de obesidad, vida
sedentaria y elevada carga genética de DM2. El demostrar y entender la
interaccion que hay entre el hueso y el metabolismo energético puede contribuir al
entendimiento de esta patologia desde una nueva perspectiva, contemplando que

la diabetes mellitus es una patologia multifactorial.



9. CONCLUSIONES.

«+ Los niveles de osteocalcina son similares entre las mujeres con DMG vy

embarazadas con tolerancia normal a la glucosa.

% Se encontrd una asociacion de osteocalcina con insulina y con resistencia a

la insulina en mujeres con DMG.

% En el posparto los niveles de osteocalcina se elevan significativamente en
ambos grupos, siendo mas altos en mujeres con tolerancia normal a la

glucosa.



10. PERSPECTIVAS.

+ Para estudios futuros se sugiere trabajar con grupos pareados, es decir,

gue no presenten diferencias significativas en edad, peso, IMC.

« Es conveniente evaluar la osteocalcina decarboxilada, ya que se ha

reportado que ésta cumple la funcion hormonal.



11. REFERENCIAS.

1.Saucedo GR. Proteina de unién al retinol se asocia a diabetes gestacional como
factor de riesgo directo para el desarrollo de diabetes 2 [Tesis doctoral]. México,
Universidad Nacional Autonoma de México; 2011.

2.Zarate A, Basurto L, Hernandez M. Endocrinologia de la mujer. Editorial Prado.
México. 2002. p. 19-24, 161-169.

3.Silverthorn DU. Fisiologia humana. Un enfoque integrado. 4a edicion. Médica
Panamericana. Argentina. 2008. p. 848-852.

4.Salud de altura. La menstruacion. [en linea] [Fecha de acceso 20 de junio de
2013]: URL disponible en:_http://www.saluddealtura.com/?id=291

5.Més alla de la biologia. Ciclo menstrual. [en linea] [Fecha de acceso 20 de junio
de 2013]: URL disponible en:
http://masalladelabiologia.blogspot.mx/2012/09/ciclo-menstrual.html

6.Biocarampangue. Hormonas en embarazo. [en linea] [Fecha de acceso 20 de
junio de 2013]: URL disponible en:
http://www.carampangue.cl/Biocarampangue/2-Hormonas-en-embarazo.jpg

7.Araya R. Pregnancy and diabetes. Rev Med Clin Condes. 2009; 20: 614-629

8.Reina FM, David ML, Roque A, Tula HE. Insulina-resistencia y embarazo. Rev
End Gin Reprod. 2012; 55-62.

9.Garcia GC. Diabetes mellitus gestacional. Med Int Mex. 2008; 24: 148-56.

10.Nufiez-Gonzélez J, Sanabria Vera C, Romero-Adrian T, Nufiez L, Montiel I,
Boscan F, Boccechiampe E. Oxido nitrico, malondialdehido, perfil lipidico, factor
de necrosis tumoral alfa y sus receptores solubles en mujeres no embarazadas,
gestantes normales y preeclampsicas. Gac Méd Caracas. 2001; 109: 352-360.

11.0sorio JH. Metabolismo de los lipidos durante el embarazo. Rev Colomb
Obstet Ginecol. 2000; 51: 113-117.

12.Sattar N, Bendomir A, Berry C, Shepherd J, Greer IA, Packard CJ. Lipoprotein
subfraction concentrations in preeclampsia: pathogenic parallels to
aterosclerosis. Obstet Gynecol. 1997; 89: 403-408.

13.Sattar N, Greer IA, Louden J, Lindsay G, McConnell M, Shepherd J, et al.
Lipoprotein subfraction changes in normal pregnancy: threshold effect of plasma
trygliceride on appearance of small, dense low density lipoprotein. J Clin
Endocrinol Metab. 1997; 82: 2483-2491.


http://www.saluddealtura.com/?id=291
http://masalladelabiologia.blogspot.mx/2012/09/ciclo-menstrual.html
http://www.carampangue.cl/Biocarampangue/2-Hormonas-en-embarazo.jpg

14.Winkler K, Wetzka B, Hoffman MM, Friedrichl, Kinner M, Baumstark MW, et al.
Low density lipoprotein (LDL) subfraction during pregnancy: accumulation of
buoyant LDL with advancing gestation. J Clin Endocrinol Metab. 2000; 85: 4543-
4550.

15.Rached De Paoli I, Azuaje A, Henriguez G. Cambios en las variables
hematoldgicas y bioquimicas durante la gestacidbn en mujeres eutroficas. An
Venez Nutr. 2002; 15: 11-17.

16.Rojas J, Bermudez V, Leal E, Cano R, Luti Y, Acosta L, et al
Insulinorresistencia hiperinsulinemia como factores de riesgo para enfermedad
cardiovascular. Scielo. 2008; 30-40.

17.Reina FM, David ML, Roque A, Tula HE. Insulino-resistencia y embarazo. Rev
End Gin Reprod. 2012; 55-62.

18.Bokemark L, Froden A, Attvall S, Wikstrand J, Fagerberg B. The euglycemic
hyperinsulinemic clamp examination: variability and reproducibility. Scand J Clin
Lab Invest. 2000; 60: 27-36.

19.Pérez MM, Montanya ME. Técnicas para el estudio de la resistencia insulinica.
Una valoracion critica. Av Diabetol. 2001; 17: 179-186.

20.Levy JC, Matthews DR, Hermans MP. Correct homeostasis model
assessment (HOMA). Evaluation uses the computer program (Letter). Diabetes
Care. 1998; 21: 2191-2192.

21.Wallace TM, Levy JC, Matthews DR. Use and abuse of homa modeling.
Diabetes Care. 2004; 27: 1486-1495.

22 .Ferrada C, Molina M, Cid L, Riedel G, Ferrada C, Arévalo R. Relacién entre
diabetes gestacional y sindrome metabdlico. Rev Med Chile. 2007; 135: 1539-
1545.

23.Nutricion personalizada [en linea] [Fecha de acceso 29 de abril de 2013] URL

disponible en:
http://nutricionpersonalizada.wordpress.com/2010/08/03/patofisiologia_diabetes e
mbarazo/

24.Blanco QA. Obesidad y respuesta inflamatoria. Bol Pediatr. 2007; 47: 237-249.

25.Forsbach G, Contreras-Soto JJ, Fong G, Flores G, Moreno O. Prevalence of
gestational diabetes and macrosomic newborns in a mexican population.
Diabetes Care. 1998; 11: 235-238.



26.Tamez HE, Rodriguez M, Trevifio M, Espinosa J, Salas LR, Barquet J, Paez FJ.
Experiencia con un programa de escrutinio de diabetes gestacional. Rev Invest
Clin. 1993; 45: 453-456.

27.Meza E, Barraza L, Martinez G, Fernandez V, Ramos E, Cano C, Valdez A,
Izaguirre R. Gestational diabetes in a Mexican-U.S. border population:
prevalence and epidemiology. Rev Invest Clin. 1995; 47:433-438.

28.Lopez-de la Pefia X, Cajero-Avelar JJ, de Leon-Romo LF. Prevalence of
gestational diabetes in a group of women receiving treatment at the Mexican
institute of social security in Aguascalientes, Mexico. Arch Med Res. 1997; 28:
281-284.

29.Forsbach G, Canti-Diaz C, Vazquez-Lara J, Villanueva-Cuellar MA, Alvarez y
Garcia C, Rodriguez-Ramirez E. Gestational diabetes mellitus and glucose
intolerance in a mexican population. Int J Gynaecol Obstet. 1997; 59: 229-32.

30.Guia de Practica, Diagnéstico y Tratamiento de la Diabetes en el Embarazo,
México: Secretaria de Salud; 2009 [en linea] [Fecha de acceso 29 de abril de
2013] URL disponible en:
http://www.cenetec.salud.gob.mx/descargas/gpc/CatalogoMaestro/320 IMSS 10
Diabetes embarazo/EyR_IMSS 320 10.pdf

31.Hinojosa HM, Hernandez AF, Barrera TE, Gayosso MM. Prevalencia de
diabetes mellitus gestacional en el hospital Juarez de México. Rev Hosp Jua
Mex. 2010; 77: 123-128.

32.Duarte-Gardea M, Mufioz G, Rodriguez-Saldafia J, Escorza-Dominguez AB.
Prevalencia, deteccién y tratamiento de la diabetes gestacional. Rev Pub Nutr.
2004; 5: 1-8.

33.Alvarifias JH, Salzberg S. Diabetes y embarazo. Separata Laboratorios
Montpellier. 2003: 2-22.

34.Alvarinas JH, Mezzabotta L, Gonzalez C, Salzberg S. Importancia de los
factores de riesgo en el diagnéstico de diabetes gestacional .Revista de la
asociacion latinoamericana de diabetes. Diabetes Gestacional. Primera parte.
2001; 9: 76-104.

35.Diabetes Gestacional. Fisterra.com [en linea] 20 de mayo de 2001 [Fecha de
acceso 3 de abril de 2013]: URL disponible en:
http://www.fisterra.com/quias-clinicas/diabetes-gestacional/

36.Embarazo y diabetes. Tuotromedico.com [en linea] 10 de marzo de 2005
[Fecha de acceso 3 de abril de 2013] URL disponible en:
http://www.tuotromedico.com/temas/diabetes y embarazo.htm

61


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Forsbach%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9486512
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cant%C3%BA-Diaz%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9486512
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=V%C3%A1zquez-Lara%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9486512
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Villanueva-Cuellar%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9486512
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Alvarez%20y%20Garc%C3%ADa%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9486512
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Alvarez%20y%20Garc%C3%ADa%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9486512
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rodr%C3%ADguez-Ram%C3%ADrez%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9486512
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=forsbach+g+1997
http://www.cenetec.salud.gob.mx/descargas/gpc/CatalogoMaestro/320_IMSS_10_Diabetes_embarazo/EyR_IMSS_320_10.pdf
http://www.cenetec.salud.gob.mx/descargas/gpc/CatalogoMaestro/320_IMSS_10_Diabetes_embarazo/EyR_IMSS_320_10.pdf
http://www.fisterra.com/guias-clinicas/diabetes-gestacional/
http://www.tuotromedico.com/temas/diabetes_y_embarazo.htm

37.Contreras ZE, Arango LG, Zuluaga MS, Ocampo V. Diabetes y embarazo. Rev
Colomb Obs Gin. 2008; 59: 38-45.

38.Aschner P. Definicion y diagnoéstico de la diabetes mellitus. Guias ALAD de
diagndstico, control y tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2. 2000; 1: 121-
123.

39.Carpenter MW, Coustan CR. Criteria for screening test for gestational diabetes.
Am J Obstet Gynecol. 1982; 144: 768-773.

40.IADPSG. Diabetes Care. 2010; 33: 676-682
41.ADA: Standars of medical care in diabetes. Diabetes Care. 2011; 34: 11-61.
42 .HAPO study. N Engl J Med. 2008; 358: 1991-2002.

43.Hadden WHO Study Group. Prevention of diabetes mellitus. World Health
Organization. Geneva, Switzerlan. 1994: 844,

44.American Diabetes Association. Gestational diabetes mellitus. Diabetes Care.
2001; 24: S77-S79.

45.Secretaria de Salud. Norma Oficial Mexicana. NOM-015-SSA2-1994, para
prevencion, tratamiento y control de la diabetes. México, Diario Oficial de la
Federacion. Octubre. 2000.

46.Sweeney AT, Brown FM. Gestational diabetes mellitus. Clin Lab Med. 2001; 21:
173-192.

47.Hahn BH. Osteopontic bone disease. En Koopman WJ, editor. Arthritis and
allied conditions. A textbook of Rheumatology 13th edition. Baltimore: Williams &
Wilkins; 1997: 2203-2231.

48.Tanaka Y, Morimoto. Osteoblasts are regulated by the celular adhesion through
ICAM-1 and VCAM-1. J Bone Min Res. 1995; 10: 1462-1468.

49.Hofbauer LC, Heufelder AE. The role of osteoprotegerina and receptor activator
of nuclear factor KB ligand in the pathogenesis and treatment of rheumatoid
arthritis. Arthritis Rheum. 2001; 44: 253-259.

50.Cafias CA, Iglesias A. Fisiopatologia de la osteoporosis. En Ardila E, Mautalen
CA. Eds. Osteoporosis en Iberoamérica. Santafé de Bogota: Vesaluis. 2000: 23-
34.



51.Cafias CA. Fisiopatologia del recambio éseo. Revista de Menopausia. [en
linea] [Fecha de acceso 25 de junio de 2013]: URL disponible en:
http://www.encolombia.com/medicina/menopausia/meno8102-contrifisio.htm

52.Compston JE. Sex steroids and bone. Physiol Rev. 2001; 81: 419-447.

53.Lind M, Deleuran B, Thestrup-Pedersen K, Soballe K, Eriksen EF, Bunger C.
Chemotaxis of human osteoblasts. Effects osteotropic growth factors. APMIS.
1995; 130: 140-146.

54.Fernadndez TI, Hernandez GMA, Alobera GM, Pingarrén LB. Bases fisiologicas
de la regeneracion Osea Il. El proceso de remodelado. Med Oral Patol Oral Cir
Bucal. 2006; 11: E151-157.

55.Sociedad espafiola de bioquimica y biologia molecular. Especial sobre
regeneracion ésea. [en linea] [Fecha de acceso 19 de mayo de 2013]: URL
disponible en:
http://www.sebbm.es/ES/divulgacion-ciencia-para-todos_10/especial-sobre-
regeneracion-osea-3-articulos 545

56.Zarate TA, Basurto AL, Saucedo GR. El tejido 6seo se incorpora a la
constelacién hormonal. Rev Med Inst Mex Seguro Soc. 2010; 48: 1-5.

57.Johansen Js, Williamson MK, Rice JS, Price PA. Identification of proteins
secreted by human osteoblastic cells in cultura. J Bone Miner Res. 1992; 7: 501-
512.

58.Butler WT, D’souza RN, Bronckers AL, Happonen RP, Somerman MJ. Recent
investigations on dentin specific proteins. Proc Finn Dent Soc. 1992; 88: 369-
376.

59.Diaz DE. Osteocalcina: evaluacion de diferentes ensayos utilizados para su
medida. Aplicacion al estudio de las formas inmunorreactivas presentes en el
medio de cultivo de osteoblastos humanos y circulantes en suero. [Tesis
doctoral]. Universidad Complutense de Madrid; 1996.

60.Castillo V, Lalia J, Rodriguez M, Casas G, Marquez A. Osteocalcina: marcador
bioquimico de osteogénesis y patologia 6sea durante el crecimiento del
cachorro de raza grande. Rev Cien FCV-LUZ. 1999; 10: 138-142.

61.Booth S, Centi A, Smith SR, Gundberg C. The role of osteocalcina in human
glucose metabolism: marker or mediator?. Nat Rev Endocrinol. 2013; 9: 43-55.

62.Nishimoto SK, Price PA. The vitamin K-dependent bone protein is acumulated
within cultureosteosarcoma cells in the presence of vitamin K antagonist
warfarin. J Biol Chem. 1985; 260: 2832-2836.


http://www.encolombia.com/medicina/menopausia/meno8102-contrifisio.htm
http://www.sebbm.es/ES/divulgacion-ciencia-para-todos_10/especial-sobre-regeneracion-osea-3-articulos_545
http://www.sebbm.es/ES/divulgacion-ciencia-para-todos_10/especial-sobre-regeneracion-osea-3-articulos_545

63.Pan LC, Williamson MK, Price PA. Sequence of the precursor to rat bone
gamma-carboxyglutamic acid protein that accumulates in warfarin-treated
osteosarcoma cells. J Biol Chem. 1985; 260: 13398-13401.

64.Price PA, Williamson MK. Effects of warfarin on bone: studies on the vitamina
K-dependent protein of rat bone. J Biol Chem. 1981; 256: 12754-12759.

65.Van Haarlem LJ, Knapen MH, Hamuliak K, Vermeer C. Circulating osteocalcin
during oral anticoagulant therapy. Tromb Haemostasis. 1988; 60: 79-82.

66.Pi M, Zhang L, Lei SF, Huang MZ, Zhu W, Zhang J, et. al. Impaired osteoblast
function in GPRCG6A null mice. J Bone Miner Res. 2010; 25: 1092-1102.

67.Pi M, Quarles LD. GPRCG6A regulates prostate cancer progression. Prostate.
2012; 72: 399-4009.

68.0ury F, Sumara G, Sumara O, Ferron M, Chang H, Smith CE, et. al. Endocrine
regulation of male fertility by the skeleton. Cell. 2011; 144: 796-8009.

69.Lee NK, Sowa H, Hinoi E, Ferro M, Ahn JD, Confavreux C, et. al. Endocrine
regulation of energy metabolism by the skeleton. Cell. 2007; 130: 456-469.

70.Pi M, Wu Y, Quarles LD. GPRC6A mediates responses to osteocalcina in -
cells in vitro and pancreas in vivo. J Bone Miner Res. 2011; 26: 1680-1683.

71.Pi M, Quarles LD. Multiligand specificity and wide tissue expression of GPRC6A
reveals new endocrine networks. Endocrinology. 2012; 153: 2062-2069.

72.Horton HR, Moran LA, Scrimgeour KG, Perry MD, Rawn JD. Principios de
bioquimica. 4a edicion. Pearson Education. México. 2008. p. 285-288.

73.Kanazawa |, Yamaguchi T, Yamamoto M, Yamauchi M, Kurioka S, Yano S,
Sugimoto T. Serum osteocalcin level is associated with glucose metabolism
and aterosclerosis parameters in type 2 diabetes mellitus. J Clin Endocrinol
Metab. 2009; 94: 45-49.

74.Lee NK, Karsenty G. Reciprocal regulation of bone and energy metabolism.
Trends Endocrinol Metab. 2008; 19: 161-166.

75.Lihn AS, Pedersen SB, Richelsen B. adiponectina: action,regulation and
association to insulin sensitivity. Obes Rev. 2005; 6: 13-21.

76.Karsenty G, Ferron M. The contribution of bone to whole-organism physiology.
Nature. 2012; 481: 314-320.

77.Zhang Y, Zhou P, Wanjiru KJ. Adiponectin and osteocalcin: relation to insulin
sensitivity. Biochem. Cell Biol. 2012; 90: 613-618.



78.Fernandez-Real JM, Izquierdo M, Ortega F, Gorostiaga E, Gomez-Ambrosio J,
Moreno-Navarrete JM, et. al. The relationship of serum osteocalcin
concentration to insuline secretion, sensitivity, and disposal with hypocaloric
diet and resistance training. J Clin Endocrinol Metab. 2009; 94: 237-245.

79.Rosen CJ, Motyl KJ. No bones about it: insulin modulates skeletal remodeling.
Cell. 2010; 142: 198-200.

80.Rosato MT, Scheneider SH, Shapses SA. Bone turnover and insulin-like growth
factor 1 leves increase after improved glycemic control in noninsulin-dependent
diabetes mellitus. Calcif Tissue Int. 1998; 63: 107-111.

81.Sealand R, Razavi C. Diabetes mellitus and osteoporosis. Curr Diab Rep. 2013.

82.Yamaguchi T, Sugimoto T. Bone metabolism and fracture risk in type 2 diabetes
mellitus. Bonekey Rep. 2012; 7: 1-6.

83.0Okazaki R, Totsuka Y, Himano K, Ajima M, Miura M, Hirota Y, et al. Metabolic
improvement of poorly controlled non-insulin dependent diabetes mellitus
decreased bone turnover. J Clin Endocrinol Metab. 1997; 82: 2915-2920.

84.Winhofer Y, Handisurya A, Tura A, Bittighofer C, Klein K, Schneider B, et. al.
Osteocalcin is related to enhanced insulin secretion in gestacional diabetes
mellitus. Diabetes Care. 2010; 33: 139-143.

85.Hulley SB, Cummings SM, Browner WS, Grady DG, Newman TB. Disefio de
investigaciones clinicas. 3a edicion. Wolters Klumer. Espafia. 2007. p. 134.

86.Namgung R, Tsang RC. Bone in the pregnant mother and newborn at birth. Clin
Chim Acta. 2003; 333: 1-11.

87.Khovidhunkit W, Epstein S. Osteoporosis in pregnancy. Osteoporosis Int 1996;
6: 345-54.

88.Kovacs C, Kronenberg H. Maternal-fetal calcium and bone metabolism during
pregnancy. Puerperium and lactation. Endocrine Rev. 1997; 18: 832-872.

89.Cross NA, Hillman LS, Allen SH, Krause GF, Vieira NE. Calcium homeostasis
and bone metabolism during pregnancy, lactation, and postweaning: a
longitudinal study. Am J Clin Nutr 1995; 61: 514-23.

90.Kent GN, Price RI, Gutteridge DH. The efficiency of intestinal calcium
absorption is increased in late pregnancy but not in established lactation. Calcif
Tissue Int 1991; 48: 293-5.



91.Akesson A, Vahter M, Berglund M, Eklof T, Bremme K, Bjellerup P. Bone
turnover from early pregnancy to postweaning. Acta Obstet Gynecol Scand.
2004; 83: 1049-1055.

92.Ritchie LD, Fung EB, Halloran BP. A longitudinal study of calcium homeostasis
during human pregnancy and lactation and after resumption of menses. Am J
Clin Nutr. 1998; 67: 693-701.

93.Naylor KE, Igbal P, Fledelius C, Fraser RB, Eastell R. The effect of pregnancy
on bone density and bone turnover. J Bone Miner Res. 2000; 15: 129-137.

94.Sowers M, Scholl T, Grewal J, Chen X, Jannausch M. IGF-1, osteocalcina, and
bone change in pregnant normotensive and pre-eclamptic women. J Clin
Endocrinol Metab. 2001; 86: 5898-903.



12. ANEXOS.
ANEXO 1. CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO.

México DF a de de

Por medio de la presente acepto participar en el protocolo de
investigacién titulado: Niveles de osteocalcina en mujeres con diabetes mellitus gestacional con
riesgo a desarrollar diabetes mellitus 2, el objetivo del estudio es medir la concentracion de la
osteocalcina en la diabetes gestacional y en el embarazo normal e identificar la asociacion de la
resistencia a la insulina con la concentracién de esta hormona. Se me ha explicado que mi
participacion consistird en tomas de sangre venosa en el ultimo trimestre del 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 y molestias asociados con la toma de la muestra sanguinea son desmayo o
sensacion de mareo, hematoma (acumulacion de sangre bajo la piel) y punciones multiples para
localizar las venas. Los beneficios de mi participacion es que se evaluara continuamente mis
niveles de glucosa y mi riesgo a desarrollar diabetes en el futuro.

El Investigador Responsable se ha comprometido a darme informacion oportuna sobre
cualquier procedimiento alternativo adecuado que pudiera ser ventajoso para mi tratamiento,
asi como a 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 investigacion 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 identificarda en las
presentaciones o publicaciones que deriven de este estudio y de que los datos relacionados
con mi privacidad serdn 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

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 y el 57662232

Testigos:

Nombre y firma Nombre y firma



ANEXO 2. HOJA DE RECOLECCION DE DATOS.

Referida por:

Folio:

Nombre:
No. Afiliacion:

Teléfono:

Semana 24-36 de embarazo:
FUR:

Edad gestacional (semanas):
Peso previo al embarazo:

Peso actual:

Fecha:
Ocupacion:

Fecha probable de parto:
Talla:

Edad:

Ganancia de peso en el embarazo:
TA (1): TA (2):
HAS previa al embarazo: NO Sl

controlada:

IMC previo al embarazo:

HAS durante el embarazo: No Sl
TX.

Tiempo de evoluciéon

Controlada: Sl
Paridad Gestas: Partos: Ceséreas:
Parto previo de un bebé por encima de 4 Kg. de peso: SI

NO

Abortos:
NO

Peso de bebé(s) previo(s):

NO
NO

Muerte de un bebé o recién nacido: SI

Bebé anterior con una malformacion: Si
Diabetes gestacional previa: Sl NO
Familiar en primer grado con DM: NO SI
Tabaquismo: Nunca: Actual:
Cantidad:
Alcoholismo: Nunca:
Cantidad:

Actividad fisica actual: ligera:
Act. fisica previa al embarazo:

(quién)
Previo al embarazo:

Actual: Previo al embarazo:

moderada:

Duracion:

Duracion:

severa:

Glucosa previa y fecha:

Tx para la diabetes gestacional: Dieta:

Insulina: Dosis: Tiempo:

Cuando le Dx la DMG:

Motivo de internamiento:

Semana 6 posparto:
Edad gestacional al momento del parto o ceséarea:
Parto o cesarea: Motivo:

Peso del bebé al nacimiento: Talla del bebé:
Peso actual del bebé:
Amamanta a su bebé:

Peso: Talla:

IMC: TA (1):

TA (2):

Resultados:

Semana 24-36 de
embarazo

Semana 6 posparto

Peso

IMC

Glucosa

Colesterol

Triglicéridos

Insulina

Osteocalcina

HOMA
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ANEXO 3. ANALISIS BIOQUIMICOS.

3.1 Determinacion cuantitativa de colesterol (SPINREACT).

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

reaccion siguiente:

. E o
Esteres de colesterol + H2O ——— Colesterol + Acidos grasos

CHOD
Colesterol + Oz — = 4-Colestenona + Hz0-

_ POD L
2 HzOz + Fenol + 4-Aminofenazona ———— Quinomimina + 4 Hz:0

La intensidad del color formado es proporcional a la concentracion de colesterol

presente en la muestra ensayada.

Reactivos.

Todos los reactivos estan listos para su uso.

PIPES pH 6.9 90mmol/I
Fenol 26mmol/I
R Colesterol estearasa (CHE) 1000 U/I
Colesterol oxidasa (CHOD) 300 U/I
Peroxidasa (POD) 650 U/I
4-Aminofenazona (4-AF) 0.4mmol/I
CHOLESTEROL CAL | Patrén primario acuoso de Colesterol 200mg/d|

Procedimiento.

1. Condiciones de ensayo:
Longituddeonda...........cooooiiiiiiiiiiii s 505nm (500-550)
Cubeta.. .. 1cm de paso de luz.
Temperatura.........c.oooiiiiiii s 37°C/15-25°C



2. Ajustar el espectrofotometro a cero frente a agua destilada.

3. Pipetear en una cubeta:

Blanco Patrén Muestra
R (ml) 1.0 1.0 1.0
Patron (ul) - 10 -
Muestra (pl) - - 10

4. Mezclar e incubar 5 min a 37°C 6 10 min a 15-25°C
5. Leer la absorbancia (A) del patrén y la muestra, frente al blanco de reactivo.

El color es estable como minimo 60 minutos.



3.2 Determinacién de triglicéridos (SPINREACT).

Principio del método.

Los triglicéridos incubados con lipoproteinlipasa (LPL) liberan glicerol y &cidos
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). EI G3P es entonces convertido a dihidroxiacetona
fosfato (DAP) y peréxido de hidrégeno (H»0,) por GPO.

Al final el perdoxido de hidrégeno reacciona con 4-aminofenazona (4-AF) y p-

clorofenol, reaccién catalizada por la peroxidasa (POD) dando una coloracion roja:

Triglicéridos + Hz0 LL,» Glicerol + Acidos grasos libres

Glicerolquinasa

Glicerol + ATP > G3P + ADP

GPO
G3P + Oz ——= DAP+ H:zO:

POD ;
Hz0:z + 4-AF + p-clorofenol —— Quinona + Hz0

La intensidad del color formado es proporcional a la concentracion de triglicéridos

presentes en la muestra ensayada.

Reactivos.

Todos los reactivos estan listos para su uso.

GOOD pH 6.3 50mmol/I
p-clorofenol 2mmol/I
Lipoprotein lipasa (LPL) 150000 U/I
R Glicerol quinasa (GK) 500 U/I
Glicerol-3-oxidasa (GPO) 3500 U/I
Peroxidasa (POD) 400 U/I
4-Aminofenazona (4-AF) 0.1mmol/I
ATP 0.1mmol/I
TRIGLYCERIDES CAL | Calibrador primario de Triglicéridos




Procedimiento.

1. Condiciones de ensayo:

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

2. Ajustar el espectrofotdbmetro a cero frente a agua destilada.
3. Pipetear en una cubeta:

Blanco Patrén Muestra
R (ml) 1.0 1.0 1.0
Patron (ul) - 10 -
Muestra (pl) - - 10

4. Mezclar e incubar 5 min a 37°C 6 10 min a 15-25°C
5. Leer la absorbancia (A) del patrén y la muestra, frente al blanco de reactivo.

El color es estable como minimo 30 minutos.



3.3 Determinacion de glucosa (SPINREACT).

Principio del método.

La glucosa oxidasa (GOD) cataliza la oxidacion de glucosa a acido glucénico. El
peréxido de hidrogeno (H»O;) producido, se detecta mediante un receptor
cromogeénico de oxigeno, fenol, 4-aminofenazona (4—AF), en presencia de

peroxidasa (POD):

GOD
p-D-Glucosa + Oz + HzQ = Acido Glucénico + HzO:

FOD .
H:O: + Fenol + 4-AF ———— Quinona + H:zO

La intensidad de color formado es proporcional a la concentracion de glucosa

presente en la muestra analizada.

Reactivos.

Todos los reactivos estan listos para su uso.

TRISpH 7.4 92mmol/I
Fenol 0.3mmol/I
Glucosa oxidasa 15000 U/I
R Peroxidasa 1000 U/I
4-Aminofenazona (4-AF) 2.6mmol/I
GLUCOSA CAL Patron primario acuoso de glucosa 100mg/dl

Procedimiento.

1. Condiciones de ensayo:

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

2. Ajustar el espectrofotometro a cero frente a agua destilada.
3. Pipetear en una cubeta:



Blanco Patrén Muestra
R (ml) 1.0 1.0 1.0
Patron (ul) - 10 -
Muestra (pl) - - 10

4. Mezclar e incubar 5 min a 37°C 6 10 min a 15-25°C
5. Leer la absorbancia (A) del patrén y la muestra, frente al blanco de reactivo.

El color es estable como minimo 30 minutos.



ANEXO 4. INMUNOENSAYOS.

El inmunoensayo es una técnica analitica que se basa en la reaccion de
conjugacion antigeno-anticuerpo (Ag-Ab). Su gran sensibilidad y especificidad
permite la cuantificacion de compuestos presentes en liquidos orgénicos en

concentracion reducida, del orden de ng/ml o pg/ml.

4.1 Determinacion de osteocalcina (CISBIO).

OSTEO-RIACT es un kit para el ensayo radioinmunométrico de osteocalcina en

suero o plasma humano.

Principio del método.

Es un ensayo radioinmunométrico (IRMA) de sandwich en fase solida. Utilizando
dos anticuerpos monoclonales contra dos sitios antigénicos apartados entre si. El
primero es fijado en el tubo de recubrimiento y el segundo marcado con yodo (1'%°)
se utiliza como trazador. Las moléculas de osteocalcina presentes en los
estdndares o en las muestras estan dispuestas en sandwich entre los dos
anticuerpos. El exceso de trazador se elimina facilmente con un proceso de
lavado, de modo que sélo queda sobre el tubo recubierto el complejo anticuerpo
fijado/antigeno/anticuerpo marcado.

La radioactividad del tubo recubierto es proporcional a la concentracién de

osteocalcina presente en la muestra.



Reactivos.

Cada kit contiene suficientes reactivos para 100 tubos.

Reactivos \ Simbolo Cantidad Almacenamiento

A 2-8°C hasta la fecha de
TUBOS RECUBIERTOS: Listo para su uso. 2 paquetes con | expiracion. Los tubos extraidos
Anticuerpo monoclonal anti-osteocalcina 50 tubos de la caja y no utilizados deben
humana fijado al fondo del tubo. cT ser almacenados en una bolsa

)

con el kit.
ANTI-OSTEO I'®: Listo para su uso.
Anticuerpo monoclonal anti-osteocalcina
humana marcada con I*®, buffer, 1 vial con 32ml | A 2-8°C hasta la fecha de
albumina bovina, azida sddica, colorante TRACER expiracion.

rojo, inmunoglobulinas de ratén no
inmunizado £ 577kBq (£15.6 uCi)

A 2-8°C hasta la fecha de
CAL 1 vial con 4ml | expiracion.
Después de reconstituir,

ESTANDAR 0: Buffer liofilizado, albumina
bovina. Reconstituir con 4ml de agua

destilada. almacenar a -20°C (1 mes)
ESTANDARES: Buffer liofilizado, albimina A 2-8°C hasta la fecha de
bovina, Osteocalcina humana (5-40-120- CAL 4 viales con expiracion.

300ng/ml). 0.5ml Después de reconstituir,
Reconstituir con 0.5ml de agua destilada. almacenar a -20°C (1 mes)

A 2-8°C hasta la fecha de
CONTROL | 1vialcon0.5ml | expiracidn.

Después de reconstituir,
almacenar a -20°C (1 mes)

CONTROL: Buffer liofilizado, albumina
bovina, osteocalcina humana (20ng/ml)*.
Reconstituir con 0.5ml de agua destilada.

A 2-8°C hasta la fecha de

TWEEN 20: Solucién concentrada. Diluir 1 vial con 10 ml | expiracion.
9ml de Tween 20 en 3 litros de agua TWEEN 20 Después de la dilucion,
destilada. Agitar suavemente. almacenar en un recipiente

cerrado por 15 dias maximo.

Bolsa plastica. 1

Procedimiento.

Todos los reactivos deben ponerse a temperatura ambiente (18-25°C) 30 minutos
antes de ser utilizados. El control y los estdndares deben ser reconstituidos 15
minutos antes de ser utilizados.

El ensayo requiere de grupos de tubos seguidos:
® Grupo 0 estandar: Para la determinacion de la unién no especifica,

® Grupos estandar, para establecer la curva estandar.
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® Grupo control para realizar el control.

® Grupo muestra, para las muestras analizadas.

Respetar el orden de adicion de cada reactivo.

1.

2. Agregar 300ul de Anti-Osteocalcina humana

Agregar 50ul de estandar, control o muestra a analizar, dentro del tubo
correspondiente.

1'% a cada tubo.

Mezclar suavemente cada tubo en Vortex.

Incubar durante 2horas a temperatura ambiente (18-25°C) con agitacion

(400rpm)

5. Continuar con los lavados.

Aspirar el contenido de los tubos tanto como sea posible.

Agregar 2.0ml de solucién de lavado (Tween 20 diluido) a cada tubo, y
volver a aspirar.

Repetir el proceso una vez mas.

Medir la radiacién unida a cada tubo con un contador de centelleo gamma.



4.2 Determinacion de insulina (MILLIPORE).

Kit de RIA especifico para Insulina Humana (Cat. # HI-14K)

Principio del método.

Radioinmunoanalisis (RIA), una concentracion preparada de antigeno marcado es
incubado con una dilucion constante de antisuero, donde la concentracion de
antigeno ligado al anticuerpo esta limitada, es decir, solo el 50% de la
concentracion total del marcador se puede unir al anticuerpo. Si el antigeno no
marcado es agregado al sistema, habra competencia entre el antigeno marcado y
el no marcado para ocupar los sitios del anticuerpo que se encuentra en

concentracion contante y limitada.

Reactivos.

Reactivos Cantidad

BUFFER DE ENSAYO:
Fosfatasa alcalina 0.05M pH 7.4, contiene EDTA 1 vial con 40ml
0.025M, azida sddica al 0.08%.

ANTICUERPO INSULINA HUMANA:
Anticuerpo especifico de cobayo anti-insulina

humana en buffer de ensayo. 1 vial con 26ml
2. INSULINA:
23|_Insulina marcada, purificada por HPLC. 1 vial con 27ml

Liofilizada para estabilizar.
BUFFER DE HIDRATACION:
Buffer de ensayo, contiene suero de cobayo. 1 vial con 27ml
Usado para hidratar la hormona marcada.
ESTANDARES DE INSULINA HUMANA:
Insulina humana recombinada purificada,
contenida en buffer de ensayo en 1 vial con 1ml
concentraciones:

2,5,10, 20, 50, 100, 200 pU/ml.
CONTROLES 1Y 2:

Insulina humana recombinada purificada, 1 vial con 1ml
contenida en buffer de ensayo.

AGENTE PRECIPITANTE:

Suero de cabra con IgG anti-cobayo, fosfatasa
alcalina 0.05M, EDTA 0.025M, azida sddica al 1 vial con 260ml
0.08%, Triton X-100 al 0.05% y PEG al 3%
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Procedimiento.

Dia1l Dia 2

Pasos 1 2-3 4 5 6 7 8 9-11
Agregar Agregar Agregar Agregar
buffer de | Agregar estandar o Insulina anticuerpo © agente
Tubos ensayo muestra humana anti insulina | 3 precipitante
marcada ' | humana < ) o
1,2 i i 100 pl i 3 i 8 | £
3,4 | 3004l - 100 ul - 2 tom |2 | S
56 | 200l - 100 i 100 2 1om | E | &
7,8 100 pl 100 pl de 100 pl 100 pl 2 1.0 ml < §
3.125uU/ml S & | 8
9,10 100 pl 100 pl de 6.25 100 pl 100 ul 8 1.0 ml ‘: @
pU/ml S g © .g
11,12 100 pl 100 pl de 12.5 100 pl 100 pl _‘E .§ 1.0 ml -§ £
pu/ml S E R
13,14 | 100 pl | 100 pl de 25 pu/ml 100 pl 100 pl o 1.0 ml v ';
15,16 100 pl 100 ul de 50 pu/mi 100 pl 100 pl 5 1.0 ml b Q
17,18 100 pl 100 ul de 100 100 pl 100 pl ?{ 1.0 ml S °:
pU/ml E S 5
19,20 100 pl 100 ul de 200 100 pl 100 pl Q 1.0 ml r_:t: 5
uuU/mi s B} =
21,22 100 pl 100 ul de QC1 100 pl 100 pl & 1.0 ml 2 §
23,24 100 pl 100 pl de QC2 100 pl 100 pl § 1.0 ml
25,26 100 pl 100 ul de muestra 100 pl 100 ul 2 1.0 ml
27-n 100 pl 100 ul de muestra 100 pl 100 wl 1.0 ml
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