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L'any 1.960 Yalow i Berson obriren una nova e-

poca en la bioquímica clínica al descriure que havien

determinat la insulina sérica per un métode radioimrrm

nologic (Yalow, 1.960). No obstant aixó, el motiu de

la gran trascendencia que tingué la comunicació no rau

en la possibilitat de determinar el parámetre en qUejs

tió, sino en la metodología emprada. En efecte, mentre

que la radioimmunoanálisi ha estat durant dues décades

la "vedette" tecnológica deis laboratoris de química

clínica, la determinació de la insulinémia ha ocupat

un lloc molt secundari en l'exploració biológica de la

diabetis mellitus, reservant-se el seu ús prefererítment

per a la diagnosi d"insulinomes, entitat nosologica

poc freqüent.

El desenrot11ament d'una metodología per a efe¿
tuar análisis enzimoimmunologiques (Engvall, 1.971),

va encetar una important via al possibilitar que la

gran majoria de laboratoris, que obviament no disposa

ven d"instal.lacions adequades per a treballar amb ma

terials radioactius, poguessin practicar determinad-

ons de substancies altament diluides en la mostra ana

litzada, com és el cas de les hormones.
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L'any 1.979, arran de l'aparició del primer

"kit" comercial per a la determinació d'insulina peí

métode ELISA (Enzymun-Test Insulina^ , Boehringer Man.

nheim), várem plantejar-nos a la Secció de bioquímica

Clínica de l'Hospital de la Creu Roja de l^Hospitalet

de Llobregat si aquest parámetre no podria ser d'utili.
tat per a simplificar una de les proves mes farragosos

i al mateix temps més sol.licitades, com és la prova

de sobrecárrega oral de glucosa amb cinc determinacions

de glucosa sérica. Per a avaluar quines .eren aqüestes

possibilitats varen estudiar-se, en persones amb histo

ria clínica coneguda, els resultáis de la prova de so

brecárrega oral de glucosa amb valors de glucosa i iri

sulina sériques cada mitja hora, fins a transcórrer dj±
es hores des de la ingestió de glucosa (Miró i Fuentes,

1.980). Els pacients amb diabetis química és a dir amb

tolerancia a la glucosa alterada pero sense signes clí

nics, donaven una resposta insulínica més elevada que

la de les persones normáis i que la deis pacients amb

diabetis no insulinodependent manifesta. Aixo concorda

va amb el resultat de treballs previs en els.que la de.
terminació de la insulina sérica s'havia efectuat per

radioimmunoanálisi (Roas, 1.970).Una conclusió i n t e re

ssant fou que a les dues hores de la ingestió de glu-
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j

cosa era quan miilor podien objectivar-se les diferéjn
cíes en la resposta insulínica entre els pacients amb

diabetis no insulinodependent manifesta i els indivi-

dus amb tolerancia a la glucosa alterada sense signes

clínics, i paral.lelament entre aquests i els subjec-

tes normáis. Al mateix temps, la conjunció deis valors

de la glucosa i la insulina sériques ais 120 minuts de

la ingestió de glucosa podia substituir eficagment la

prova de sobrecárrega oral de glucosa amb múltiples d_e

terminacions de glucosa sérica, per a investigar la to

leráncia a la glucosa. Aixo no podia aplicar-se en el

cas deis individus obesos, ja que encara que no tingue

ssin cap anomalia en el metabolisme deis carbohidrats

presentaven una resposta insulínica molt superior a la

normal, cosa que encaixava plenament amb les descrip-

cions de resistencia a la insulina en els obesos.

Partint d'aquelles dades va emprendre's un estjj
di mes complet, que ha donat origen a la present tesi.

Varen entrar en l'estudi 240 persones adultes, de les

que hom coneixia la historia clínica i s'agruparen, s_e

guint els criteris del National Diabetes Data Group

del National Institutes of Health deis Estats Units

(National Diabetes Data Group, 1.979), en tres catego
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ries segons presentessin diabetis no insulinodependent,

tolerancia a la glucosa alterada sense signes clínics

o bé cap anomalia en el metabolisme deis carbohidrats.

Tenint en compte que l'obesitat és.una circumstáncia

important en la diátesi de la diabetis mellitus, els

subjectes obesos van considerar-se independenment a

fí i efecte de buscar una relació que els hi fos aplj.
cable.

L'objectiu principal va ser el d'avaluar el va

lor semiologic» entes com el grau d'informado submi-

nistrada, de la conjuncio gle glucemia i insulinémia

ais 120 minuts d'una ingestió normalitzada de glucosa

i comparar-lo amb el de la prova de tolerancia a la

glucosa oral. En el cas deis obesos també es tingue-

ren en compte les concentracions basals d'insulina

sérica.

Paral.lelament, va aprofitar-se 1'experiment

per a obtenir dades que permetessin aprofondir en la

naturalesa deis fets estudiats. Aixo va realitzar-se

investigant les relacions de la insulina postingesta

amb 1'hemoglobina glucosilada i amb la variació de la

concentració de triglicerid serie causada per la sobre
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cárrega de glucosa.

L/hemoglobina glucosilada ha passat en poc temps

a teñir un gran protagonisme entre els parámetres d'u,
tilitat en la diabetis mellitus, essent un bon indica

dor de la severitat i del control de la mateixa.

La concentrado del triglicerid serie té un cert

paral.lelisme amb la de la glucosa en el sentit de que

sofreix grans oscil. lacions durant el dia en fundó de

les ingestes. Junt amb els ácids grassos lliures és un

bon exponent de 1 *hemeostasi lipídica. Tenint en comp

te que la insulina és una hormona amb gran influencia

sobre el metabolismo lipidie, va creure's interessant

investigar quina influencia hi tenien les diferents ca

tegories d"intolerancia a la glucosa estudiadas.

La gran complexitat de l'etiologia i deis tras

torns bioquimics i clínics que cursen en la síndrome

diabética fa que no pugui atribuir-se a un sol compo-

nent hormonal la patogénesi de la malatia. No obstant

aixó, a efectes práctics, del present estudi sembla

desprendre's que la determinado de la insulinémia posjt
estímul pot ser un element important per a distingir
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una manera precog entre una diabetis no insulinode-

pendent (tipus II) i una intolerancia a la glucosa se.

cundária a altres trastorns, de tipus hormonal o altee

mena, o bé idiopatica .

La comprovació mitjangant estudis epidemiológics
de que les persones amb intolerancia a la glucosa mode_
rada corren un risc baix d'arribar a patir diabetis cl_í
nica (Jarret, 1.978) ha modificat la tendencia a consi-

derar diabetic, ni cue fos potencialment, tot individu

amb alteracions de la tolerancia a la glucosa. En efecte

nombrosos grups de gran prestigi com els National Ins-

titutes of Health deis Estats Units, la British Diabetes

Association, la Australian Diabetes Association i el

European.Association Group for Study of Diabetes (Na-

tional Diabetes Data Group, 1.979), recomanen absteni_r-
se de considerar com a diabétics els subjectes amb in

tolerancia a la glucosa moderada, degut a la poca jus-

tificació clínica o benefici medie que s'els aporta en

front del trauma psicologic i social que ocasiona el

fet de ser considerat diabetic. La determinació de

la concentració d'insulina sérica a les dues hores

d'una ingestió normalitzada de glucosa pot ser una ei-

na eficag per a establir una frontera entre dues sitúa
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cions que en principi podrien confondre's, pero que

com s'ha vist, ser a l'una o l'altra banda té prou im

portancia.
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2. REVISIÓ BIBLIOGRAFICA DE LES

BASES FISIOPATOLÓGIQUES.
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2.1 BIOLOGIA MOLECULAR DE LA INSULINA..

En aquest capítol es tracta de qué és i corrí a£

tua la insulina a nivell molecular, ja que aixo és u-

na clau indispensable per a poder entendre els tras-

torns que es produeixen quan s'alteren els nivells f_i

siologics d'aauesta hormona.

2.1.1. Historia.

L 'any 1.8S9, von Me ring i Minkowski observaren

que la pancreatectomia practicada en gossos feia que'

aquests animáis es tornessin diabétics. El coneixement

deis efectes antihiperglucémics del páncreas va confiar
mar-se l'any 1.912 quan Knowlton i Starling mostraren

l'acció de l'ajut en la captació muscular de glucosa

(Knowlton, 1.912).

Cao a l'any 1.921, Banting i Best aillaren ins£
lina deis illots pancreátics, veient-se que era la res

ponsable de l^esmentada captació de glucosa (Banting,

1.922). Langerhans, essent encara un estudiant de med_i

ciña, havia descrit l'any 1.S69 els illots pancreátics

que ara porten el seu nom.
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La cristal.lització va acortseguir-la Abel (Abel
»

1.926), (Abel,1.927) i Sanger va dilucidar-ne l'estru^
tura química (Sanger, 1.955).

2.1.2. Carácterístiques físico-químiques de la insulina.

Grácies al treball de Sanger, sabem que la insu-

lina és una proteína de molécula relativament petita,

formada per dues cadenes polipeptídiques,anomenades A

la mes curta, constituida per vint-i-una restes aminora

cídiques i 8 la mes llarga, constituida per trenta res-

tes aminoacídiques (Figura 2.1). Ambdues cadenes están

lligades per dos ponts disulfur i a mes a mes la cade-

na A en te un altre d' intracatenari. Els aminoácids in
i

“

closos entre les dues restes cistina que formen aquest

pont son els que varien segons l'especie animal.

La massa molecular relativa és de 6 OOO, aproxi_
madament, presentant-se normalment en forma d'agregats

d'almenys dos dímers.

El seu punt isoeléctric es troba entre un pH de

5,3 i de 5,4 en el que prácticament és insoluble en ai-

gua, incrementant-se pero rápidament la solubilitat amb

discrets canvis de pH.

La insulina té una remarcable facilitat per a reac
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cionar amb ions divale nts, com ara el ze nc, i protel

nes básiques com les P rotamines i les hi stones. Aq ues

tes reaccións, que son reversibles , actu en modific anjt-
ne 1 a solubilitat.

2.1 . 3 Biosíntesi de la insulina.

Abans de l'any 1.967 es creia que la formació

de la insulina s'acomplia mitjangant 1'unió de les ca

denes A i 8, que. haurien estat sintetitzades previa-

ment per separat. El descubriment de la proinsulina

(Steiner,1.967) dona lloc a una explicació diferent,

basada en l'activació d'aquest precursor.mitjangant

l'escissió d'un polipéptid, anomenat C-peptid (Figura

2 . 2 ).

Aquest procés és semblant al d "altres hormones

ims que sofreix en una activació zimógena. La di.
cia fonamental rau en que el precursor es act i-

vat, convertint-se en insulina, abans de 1 ‘emmayatzema

ment i secreció.

La proinsulina es molt semblant a la insulina,

malgrat la seva superior massa nolecular, coincidint

en solubilitat, punt isoel'ectric (Steiner, 1972), pro

pietats autoassociatives (Frank, 1.968) i reactivitat

amb anti-serum antiinsulina (Steiner, 1.969), (Rubins
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Cadena A

Gly lltu Val Glu Glu cy Cy Thr S#r Mtu Cy Stf Uu Tyr Glu Uu Glu Aip Tyr Cy Aip

Cadena B Ph# Val Glu H»« Uu a» Smt Mi» Uu j Val Glu Ala Ltu Tyr Uu val Cy Gly Glu A/9 Gly Ph# Ph# T hr Pro ty* Thr

Figura 2.1. Estructura de la insulina human

Figura 2,2, Estructura de la proinsulina. Le fletxes

indiquen els llocs de ruptura tr ptica.
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tein, 1.970). Aquesta darrera és una característica ijn

teressant, que fa que en les determinaci'ons immunologi-

ques d'insulina aquesta es determini conjuntament amb

la proinsulina que és present al torrent sanguini, en-

cara que normalment a baixes concentracions (Mako, 1.973).

2.1.4 Secrecio de la insulina .

Les cél.lules anomenades beta, que formen part

deis illots de Langerhans al páncreas,son les encarne-

gades de la secrecio de la insulina. Els ribosomes i el

reticle endoplasmátic rugós sintetitzen la proinsulina

que posteriorment és trasportada a l'aparell de Golgi,

en un procés que requereix energia (Munger, 1.958). Allí

es formen els gránuls beta que contenen insulina e.mma-

gatzemada. Quan els gránuls emigren cap a la periferia

llurs membranes es fonen amb la de la cél.lula i la in-

sulina és secretada capa l'espai extracel.lular (Janie-

son, 1.967).

L* estimulado de la secrecio pot ser provocada

per diverses substáncies, algunes contingudes ais ali-

ments com els sucres, sobretot la glucosa i en menor es

cala la mannosa i la ribosa, els aminoácids, principa^
ment la leucina, els cossos cetonics, etcétera (Haist,

1.944). Altres s6n substáncies endogenes de l'organisme

com les enterohormones secretina i pancreozimina i hor-



mones procedents de glándules de secrecio interna com

el glucagó, l'hormona del creixement, l'ACTH, etcétera

(Floyd, 1.967).

2.1.5 Efectes metabólics de la insulina.

Si bé. l'acció de la insulina s'havia relacionat

en primer lloc amb el metabolisme deis carbohidrats,

ais darres anys s"ha vist que el seu camp d'acció és

molt mes ampli, afectant el metabolisme tant de glú -

cids com de lípids i protids. D'altra banda, el lloc

d'accio abasta la gran majoria de teixits i organs, mal

grat que la majoria de les accions mes característiques

es manifestin ais músculs, teixit adipós i fetge (Qua-

dre 2.1

2.1.5.1. Efectes en el teixit muscular.

A) Captació de glucosa per la cél.lula.

Si bé ais voltants deis anys cinquanta hi havia

controversia a proposit de si l'increment de l^entra-

da intracel.lular de glucosa era deguda a una estimula

ció de la glucólisi mitjangant la desinhibició de

1'hexoquinasa (Colowick, 1.947), o bé a una facilita-

ció del transport a través de la membrana cel.lular
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(Levine, 1.950), aquesta segona hipótesi ha anat pre-

nent eos (Randle, 1.962) (Newsholme, 1.964), mentre

que l'altra no s'ha pogut confirmar.

Els mecanismes d'entrada de glucosa a la cél.ljj
la poden basar-se en una difusió simple o bé en una di-

fusió facilitada amb el concurs d'un portador. Aixo es

refereix al cas en que la concentració de glucosa extra

cel.lular sigui superior a la intracel.lular, ja que el

transport actiu de glucosa contra un gradient de concen_

tració, que té lloc només a l'intestí durant l'absorció

deis productes de la digestió i al ronyó en la reabsor.
cié tubular, té unes característiques diferents (Randle,

1.962). Hom sap que el procés de difusió facilitada pot

ser modificat per factors a part de la concentració ex

tracel.lular de glucosa, com per exemple l'anaerobiosi,
metzines respiratories o agents desacobladors (Randle,

1.958), (Morgan, 1.959). La insulina actúa d'una mane

ra semblant, tot augmentant la velocitat del sistema

de transport i l'afinitat del portador per la glucosa.

B) Estimulació de la glucólisi.

Está comprovat que la presencia d'insulina esti-

muía l'activitat hexoquinásica i de tota la glucólisi

en general. No obstant aixó, s”ha dit que l^explicació
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d'aquest fet podría basar-se en una acceleració de la

glucolisi a conseqüéncia de l'augment de glucosa in-

tracel.lular (Newsholme, 1.964).

C) Estimulado de la formació de glucogen.

La insulina estimula la formació de glucogen a

partir de UDPG-glucosa, incrementant la presencia de

la forma I de la UDPG-glucosiltransferasa, enzim regu-

lador del procés. La forma I es mes eficag per a la síji
tesi de glucogen que no pas la D. El mecanismo no es ba

sa en una modificació de la concentrado de c-AMP, ja

que aquesta no es alterada per la insulina en el teixit

muscular, sino en una desviació de l'equilibri entre la

protelna-quinasa inactiva i la proteina-quinasa activa

cap a la primera, que no es capag de desplagar la forma

I de la UDPG-glucosiltransferasa cap a la forma D (Fig_u
ra 2.3) (Villar-Palasí, 1.967), (Goldberg, 1.967), (Cra

ig, 1.969).
*

D) Altres accions.

Hi ha funcions importantfssimes que tambe son

activades per la insulina, com ara, el transport in-

tracel.lular d'aminoácids, la síntesi de RNA i prote¿

nes, el transport de potassi a través de la membrana

cel.lular, etcétera.
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2.1.5.2. Efectes en el teixit adipós

A) Transport de glucosa i estimulado de la glju

colisi.

Tenen característiques semblants a les del tei-

xit muscular.

B) Increment de la lipogénesi.

La insulina estimula la síntesi d'acids grassos

a partir de lactat i de piruvat (Coore, 1.971). El me-

canisme probable és un desplagament de l'enzim regula-

dor, piruvat deshidrogenase, cap a la forma desfosfod

lada, mes activa.

C) Inhibido de la lipolisi.

La presencia d"insulina rebaixa la hidrolisi deis

esters grassos de la glicerina. El mecanisme es basa en

una disminució de l'activitat de la triglicéridolipasa

ocasionada per una baixa en la concentrado de c-AMP,

provocada per la insulina (Butcher, 1.966).

D) Increment de la captado de triglicerid plajs
matic.

2C
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La captacio de triglicérid plasmátic és afavoni-

da per la insulina^■tot incrementant l'aotivitat de la

lipoproteina-lipasa (Wing, 1.968),(Loten, 1.970).

2.1.5.3 Efectes en el fetge.

A) Captaciá de glucosa.

Un deis importants papers que juga el fetge es

el de la regulació de la glucémiai Sembla que és la ir>

sulina la que controla aquest procés, provocant la cap

tació de glucosa quan la glucemia és elevada. Ara bé,
el transport de glucosa a través de la membrana cel.ljj
lar no és modificat per la insulina, ja que l'hepató-

cit és permeable a la glucosa. El paper de la insuli-

na sembla ser el de l'estimulació de la síntesi de

l'enzim glucoquinasa (Weber,1.965), (Steiner, 1.964).

El principal responsable de la captacio de gliu

cosa de la sang per part del fetge és la glucoquinasa.

Aquest enzim és responsable de la fosforilacié de la

glucosaen la cél.lula hepática, es a dir, el primer

pas de la glucolisi que en els altres teixits es rea

litzat per 1"hexoquinasa. La diferencia entre ambdós

enzims és que la glucoquinasa té una constant de Micha
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elis molt mes alta,

cosa, i per tant la

una influencia molt

es a dir menys af initat jaer la ,glu-

concentració de l'enzim tindrá

mes gran.

B) Increment de la síntesi de glucogen.

La insulina afavoreix la síntesi de glucogen

estimulant la producció de UDPG-glucosiltransferasa i

al mateix temps, la predominancia de la forma I d'a-

quest enzim (Steiner, 1.964). Aixo ho aconsegueix gra

cies al desceñe de la concentracio de c-AMP que la in-

sulina provoca en l'hepatocit (Krebs, 1.966).

C) Disminució de la gluconeogenesi.

La depressió del nivell de c-AMP provocada per

la insulina podria ser la causa de la inhibició de la

síntesi de glucosa a partir d^aminoácids i glicerol

(Exton, 1.970). La disminució d'aquests precursors en

el plasma també és un factor a considerar.

D) Altres efectes de la insulina en el fetge.

A part de les accions descrites

cal esmentar l'increment de la síntesi

ante riorment,

d"ácids gra-



ssos, l'esterificació de triglicérids, la inducció de

la síntesi de RNA i protelnes (Komer, 1.965), 1'au£
ment de l'entrada de potassi a la cól.lula, etcetera.

En resum, pot dir-se que la insulina es la pri

cipal responsable de que la glucosa, que es present al

torrent circulatori a elevades concentracions després

deis menjars, penetri a la cél.lula muscular. Un cop

a dins facilita el camí metabolic cap a la g.lucolisi,

o be, l'’emmagatzemament en forma de glucogen.

Al teixit adipós facilita la formació, i al ma

teix temps inhibeix la saponificació de triglicerids,

que son el seu principal reservori d'energia. Un excés

d'insulina afavoreix, dones, l'augment del contingut

lipidie de l^adipócit i per tant pot ocasionar una prj?

disposició a l'obesitat.

Al fetge, que es un important regulador de la

glucemia, un augment de la insulinemia fa que es passi

de la cessió a la captació de glucosa. Així, durant

el dejuni, la hipoinsulinemia permet el proces gluco-

neogénic i glucogenolític, mentre la hiperinsulinemia

postprandial estimula la glucolisi i la formació de

glucogen (Siegenthaler, 1.977).

22 bis
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2.1.6. Receptora insulínics

La insulina actúa a nivell cel.lular fixant-

se a receptors específics que hom sap que es troben a

la membrana (Levine, 1.965), (Cuatrecases, 1.969). El

receptor insulínic de les cel.lules adiposes ha pogut

extraure's, veient-se que és de naturalesa proteica,

probablement una glicoprotelna, de massa molecular re

lativa aproximada de tres-cents mil(Cuatrecases,1.972),

S'ha vist que els llocs d'unió específica son

limitáis. Així per exemple, en el teixit adipós no po

den unirse mes de cent mil molecules d'insúlina per
\

cel.lula (Cuatrecasses, 1.971),. Aquesta unió específjl
ca és reversible, essent possible la determinado de

les característiques cinétiques així com de la influéni

cia de diversos factors (Roth, 1.973).

Degut a la dificultat de mesurar la quantitat

de receptors insulínics en les cel.lules deis teixits

hepátic, muscular i adipós, s'han buscat unes c e 1. l_u
les mes assequibles, que reprodueixin la situació deis

receptors insulínics de les cel.lules deis teixits e_s

mentats. S'havia pensat que els limfocits complien aque_s

ta condició (Gavin, 1.973), (Gavin, 1.974) (Archer,

1.973), pero estudis ulteriors no accepten el litnfócit

com a cel.lula diana per a la insulina i si, en canvi,

el monócit (Blecher, 1.977), (Bordes, 1.979).
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Els receptors insulínics pot sen que tinguin

influencia en alguns trastorns del metabolisme deis

carbohidrats, que no serien ocasionats per una defi_
ciencia de la secreció pancreática d'insulina, sino

per una dificultad d'aprofitar-la per part de les cel.

lules.

2.1.7. Antagonistes de la insulina .

Son substancies que contrarresten l'acció de

la insulina. Els mes importants són hormones amb meca

nismes d'acció oposats ais de la insulina. També s'han

descrit inhibidors series no hormonals (vallance~Owen f

1.964), (Flier, 1.975).

A) Gucagó.-

La funcié del gucagó pancreátic ha estat qüe_s
tionada durant unes quantes décades, pero actualment

sembla que a 1' igual que la insulina, es extraordiná-

riament important en el control puntual de 1'homeosta^si

de la glucosa, de certs aminoácids i potser deis ácids

grassos. El normal funcionament de la cél.lula alfa

sembla essencial per a la óptima gluco-regulació men-

tre un mal funcionament pot causar, contribuir o ser
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el resultat d'una gran varietat de desordres metabó-

lies, el més freqüent deis quals és la diabetis melló,

tus.

S'ha vist que el glucagó té una forta activitat

glucogenolítica (Sutherland, 1.948) i gluconeogénica

(Kalant, 1.956) a concentracions fisiologiques. A més,

pot teñir activitat lipolítica en algunes especies

(Steinberg, 1.959). Aquests efectes son contraris ais

de la insulina, que pot ser tinguda com una hormona

d'emmagatzemament d'energia, secretada principalment

durant 1'influx d'aliments exogens, mentre que el glu

cagó pot considerar-se com una hormona d'alliberament

d'energia que mobilitza reserves endógenas.

La juxtaposició de les cel.lules beta i alfa

pot ser considerada una simple unitat funcional bice

l.lular.A partir de les accions diametralment oposades

de llurs respectivas hormones controla el moviment de

glucosa i.;certs aminoacids endins i enfora de les cél.lu

les del eos en funció de les necessitats d'energia

i de l'aportació exogena de la mateixa (Unger, 1.971).

B) Hormona del creixement.

La somatotropina, o hormona del creixement,esti

muía, la mobilització d'ácids grassos des del teixit

adipós. Aixó causa una elevado del nivell plasmatic
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deis cossos cetonics, que ocasiona una disminució del

consum de glucosa per part de la cél.lula muscular,

així com un increment de la gluconeogenesi hepática

(Ketterer, 1.957).

C) Adrenalina.

Actúa, sobre tot, en situacions tenses en que

Is necessari un consum addicional d'energia, estimu-

lant l'activitat de la fosforilasa i de la triglice-

ridolipasa. La conseqüencia és un augment de la gluco

genolisi i la hidrólisi de triglicérids, tot augmentant

el nivell de glucosa i ácids grassos en sang (Dieterle^
1.970).

D) Cortisol.

Els glucocorticoides interfereixen en la uti -

lització de la glucosa sanguínia oposant-se a l'acció

degradatoria de la glucolisi. Al mateix temps incremeji
ten la gluconeogenesi hepática i muscular (Baruch,1.973).

Aixo ocasiona que la glucosa no sigui convenientment

retirada del torrent circulatori i que s'origini, per

tant, una situació d'intoleráncia a la glucosa en els

casos d'hipercorticisme.
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E) Tiroxina

La meitat, aprox imadament, deis malalts amb h_i

pertiroidisme presenten una alterado de la tolerancia

a la glucosa (Emmer, 1.971). Com que hi ha una elevada

resposta insulínica a la sobrecarrega de glucosa, s'ha

postulat un antagonisme en front de la insulina que po

dria estar lligat a un augment de la concentració sé-

rica d'acids grassos lliures (Dieterle, 1.969).

El principal mecanisme d'acció de la majoria de

les hormones esmentades sembla ser un augment deis n_i
vells d'c-AMP, via una activado de 1'adenilciclasa o

una inhibido de la fosfodiesterasa (Siegenthaler, 1977).

El c—AMR estimula la glucogenolisi, la lipolisi i.la

gluconeogénesi hepática (Sutherland, 1.965), accions

inverses a les de la insulina.

F) Insulinasa.

Aquest enzim, que probablement és una glutatio-

insulina transhidrogenasa, és d'origen renal i hepatic.

Cap el segon i el tercer trimestres de l'embaras la

placenta el produeix de manera considerable. La seva
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funció és degradar la insulina. Per aixo, en la malal^
tia renal severa la vida mitjana de la insulina augme_n

ta, podent-se originar, per tant, hipoglucémies. El fet

de que en l'embarás la tolerancia a la glucosa empit-

jori podria ser degut a una hipoinsulinémia causada

per una mes gran degradado de la insulina (Freinkel,

1.962), encara que altres estudis semblen desmentir-ho

(Bellman, 1.975).

G) Sinalbúmina.

La fracció albúmina del serum d'alguns pacients

diabétics és capag d'inhibir en certa mesura l'acció

de la insulina en l'assaig biologic, es a dir l'esti-

mulacio de la captado de glucosa peí diafragma de ra

ta. Aixo va portar a pensar que en el serum d'aquestes

persones hi havia un antagonista de la insulina anome

nat sinalbúmina que era el causant de llur malaltia

(Vallance-Owen, 1.958). Tot i que en certs grups de

treball la idea va ser ben acollida (Sherman, 1.966)

(Kammerer, 1.970), el mes probable és que la sinalbú-

mina sigui un artefacto procedent de l'extracció d'a_l
búmina del serum (Ensinck, 1,967).
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2.2. DIABETIS MELLITUS I ALTRES CATEGORIES D'lNTOLERÁN

CIA A LA GLUCOSA.

La diabetis mellitus i les seves complicacions

constitueixen la tercera causa de la mortalitat en els

paisos industrialitzats, precedida només per les mala_l

ties cardiovasculars i el cáncer. Les consequéncies eco

nomiques i socials son de gran importancia degut a l'_e
levada incidencia i improbable reversibilitat.

Tot i que la simptomatologia aguda de la diabe

tis, sovint de carácter letal, pugui controlar-se amb

la terapéutica insulínica, les complicacions a llarg

termini redueixen l'esperanga de vida en un terg. Com

parats amb els no diabetics, els diabétics presenten

un percentatge de ceguera vint-i-cinc vegades més gran,

disset vegades més gran per les maialties renals, cinc

vegades per la gangrena i dues per les cardiopaties

(Notkins, 1.979).

Molts aspectes de la diabetis no están gens acia

rits, pero sembla cert que la síndrome diabética ve d£
nada per un conjunt heterogeni de maialties que s'hau-



ran d'anar esbrinant i classificant de manera indepeji
dent a mesura que es vagin .adquirint els coneixements

necessaris per a fer-ho.

2.2.1. Historia.

La diabetis mellitus és una malaltia coneguda

des de l'Edad Antiga. La primera descripció deis seus

símptomes es troba al papirus d' Ebers (Egipte), que

data de l'any 1.500 a.C. En el segle II d.C., Areteus

de Capadoclá va denominar-la diabetes, paraula grega

que vol dir "cérrer a través d'un sifó". La descriu

així: "és un estrany mal que consisteix en que la carn

i els ossos flueixen junts per l'orina". Al segle VI

els metges hindús varen adonar-se que l'orina deis dia

bétics tenia un gu st dolg. No obstant aixó, fins al s_e

gle XVIII el gust dolg no es va identificar com gluc_o

sa, afegint-l'hi la paraula mellitus, és a dir, gust de

mel.

A partir de l'any 1.889, quan Minkowski i von

Mering descubriren que el páncreas secretava una subs

táncia capag de regular el metabolisme de la glucosa,

els avengos en el coneixement i terapéutica d'aquesta

So
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malaltia van lligats estretament a la insulina.

2.2.2. Descripció.

La diabetis mellitus primaria o idiopática és

un desordre metabolic, geneticament determinat, ca-

racteritzat per una deficiencia absoluta o relativa

d'insulina. Quan es manifesta clínicament de manera

plena, es caracteritza per hiperglucémia en dejú,

malaltia vascular ateroesclerotica i microangiopática

així com neuropatía.

Cal distingir la diabetis mellitus primaria de

les formes secundáries de diabetis o intolerancia ais

carbohidrats que resulten de la destrucció del pane re

as a consequéncia de malaltia o d'intervencio quirúr-

gica, de malaltia endocrina amb excessiva secrecié de

glucocorticoides, hormona del creixement, aldosterona,

catecolamines, glucagé o somatostatina, de l'adminis-

tració d^esteroides o fármacs o de malaltia del sist£
ma nervios central. També hi ha síndromes genétiques

associades a la intolerancia a la glucosa (Rimoin,

1 . 971 ).

Fa unes guantes décades qualsevol definicio de
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diabetis mellitus posava molt d'emfasi en la presencia

continua d'hiperglucémia i glucosúria. Actualment enea

ra es considera una condició molt important, bé que no

indispensable. Les típiques manifestacions vasculars

i neurologiques poden donar-se en pacients amb predijs
posició genética, tot i teñir una intolerancia a la glu

cosa moderada i la glucemia dins els marges normáis.

Una definició de qué es la intolerancia a la

glucosa es difícil, ja que no hi ha una clara separa-

ció entre tolerancia normal i anormal que es basi en

factors diferenta .de les dades bioquímiques. D'altra

banda no s'ha trobat una distribució bimodal, sino cori

tínua, entre el metabolisme normal i patologic deis

carbohidrats (Fajans, 1.965). En tot cas, cal teñir

sempre en compte a l'hora de fixar criteris diagnostics,

la naturalesa heterogénia de la diabetis mellitus en

quant a etiologia i patogénesi, i el fet de que en la

histdria natural de la malaltia pot donar-se gran va-

riabilitat a dintre deis diferents tipus de la mateixa.

Des del punt de vista clínic hom reconeix dos

tipus de diabetis mellitus primaria o idiopática. En

la diabetis de tipus juvenil, segons la nomenclatura



33

antiga, o del tipus I segons l'actual, hi ha una de-

ficiencia insulínica completa. El pacient és propens

a la cetosi i depen de la insulina exogena per a la

seva supervivéncia. Normalmant, aquest tipus de diabe

tis és reconegut durant la infancia o l'adolescencia.

No obstant aixo, pot aparéixer a qualsevol edat. Quan

no es tractada, ve associada amb símptomes aguts se-

cundaris a la deficiencia insulínica, com ara poliú-

ria, polidípsia, polifagia, pérdua de pes, fatiga, e_t

cétera. L'altre tipus principal és la diabetis del

adult, en nomenclatura antiga, o del tipus II en nomejn

datura actual. Aquesta diabetis és insulinoindependent

en tant que el pacient no presenta cetosi quan no Is

tractat amb insulina exogena, com el cas de la diabe-

tis del tipus I. Per aquest motiu se l'anomena cetosi-

resistent. Malgrat aixo hi ha casos en que hom reque-

reix la terapéutica insulínica per a corregir la hi-

perglucémia en dejé. En altres casos aquest objectiu

pot acomplir-se amb una dieta adequada, a mes de fármacs

oráis. La diabetis de tipus II no s'associa, normalment,

a símptomes d'insuficiencia insulínica, i gairebé sem

pre es diagnostica a persones d'edat mitjana o avanga

da. No obstant aixo des de 1.960 hom reconeix que també

pot donar-se en gent jove, havent-se trobat sobre tot
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en parents de primer grau de paciente amb aquest tipus

de diabetis (Fajaos, 1.976). Mes endevant s'exposen

els criteris per a la classificació de la diabetis m_e

llitus i altres categories d
'

intolerancia a la glucosa

(2.2.7.) .

Les manifestacions bioquímiques i clíniques de

la diabetis formen un ventall que va de la forma assirnp

tomática fins a la que cursa amb descompensacions meta

bóliques agudes (cetoacidosi, coma hiperosmolar), o amb

complicacions croniques o associacions (complicacions

de l'embaras, cataractes, neuropaties, aterosclerosis,

microangiopaties). Com que la hiperglucémia i les com-

plicacions croniques es troben tant en la diabetis ju-

venil, tipus I, com en la diabetis del adult, tipus II

i com que ocasionalment ambdós poden donar-se en indi-

vidus d'una mateixa familia, s'havia pensat que només

hi havia una diferencia quantitativa en el defecte de

secreció insulínica i en les seqüeles consegüents. No

obstant aixó, s'ha acumulat evidencia de que hi ha h<e

terogeneitat en la diabetis mellitus idiopatica en els

segUents aspectes: 1) herencia, 2) factors ambientáis,

3) resposta insulínica a la sobrecárrega de glucosa, i

4) prevaléncia de malaltia vascular. Sembla que la dia
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betis idiopática no és una simple malaltia, sino

una síndrome que compren diverses malalties. D'aquesta

manera podria comparar-se a la hipertensió-, que es oca

sionada per diversos mecanismes patogenétics, cadascun

deis quals, pero, pot associar-se a les mateixes compl_i
cacions vasculars (Fajans, 1.979).

2.2.3. Etiología i patogénesi de la diabetis mellitus.

En la diabetis mellitus primaria sembla que hi

ha involucráis a la vegada factors genétics i ambien-

tais. Diversos factors ambientáis, sobreposats a dif£
rents susceptibilitats genétiques, poden ser importants

en la patogénesi de les diverses formes de la malaltia.

De l'estudi deis diferents factors s'arriba a

la conclusió de que existeix una marcada heterogenel-

tat entre la diabetis insulinodependent i la diabetis

no insulinodependent (Creutzfeldt, 1.976), (Zonana,

1.976).

2.2.3.1. Influencia deis factors genétics.

A) Analisi genealógica.
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Els models de la herencia en la diabetis s'han

estudiat en famílies de nens afectats per diabetis ir»

sulinodependent o no insulinodependent (Tattersall,

1.975) , havent donat uns resultáis que confirmen que

ambdós tipus de diabetis ténen origens genétics dife-

rents (MacDonald, 1.974).

B) Sistema d'histocompatibilitat (HLA).

En la diabetis insulinodependent s'ha trobat

una susceptibilitat genética lligada al sistema HLA.

La.recerca d'una associació entre el sistema HLA i una

malaltia concreta té mes probabilitats d'exit quan es

dona amb mes freqüencia en membres de determinades f a

míies i semblen presents els virus i l"autoimmunitat.

En la diabetis insulinodependent es donen totes aque_s

tes circumstáncies. Els gens anomentats determinants

de la resposta immune formen part, probablement, del

sistema HLA. Si aixd és cert, 1'associació observada

entre la malaltia i almenys quatre tipus d'antigens

de superficie, HLA-A,B,C i D del cromosoma 6, cal-

dria considerar-la secundaria a una associació prima-

ria a determinants de la resposta immune (Sveigaard,

1.976) .
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HLA-B8, BW15, B18, A1 , CW3, DW3 i DWA s'han tro

bat amb mes freqUencia en la diabetis insulinodependent

pero no en la diabetis no insulinodependent. En els sub

jectes que ténen dos d'aquests antigens, el riso sem-

bla additiu, suggerint que podria venir per dos mecanis

mes diferents. B7 i B5 s'han trobat amb una freqUencia

disminuida en la diabetis insulinodependent pero no en

la diabetis no insulinodependent. Aixo reforga el con-

cepte de que ambdós tipus de diabetis son dues entitats

nosologiques diferents. és probable que en la diabetis

insulinodependent, al marge de l^edat d'inici, hi ha-

gin un o mes gens que puguin incrementar la susceptib_i
litat de la cel.lula beta a deteriorar-se, al permetre

la interacció d'un virus amb antigens específics de la

membrana cel.lular. Si aquesta interacció no aconsegueix

eliminar un virus infectiu, pot ocasionar-se una inva-

sió vírica directa, amb la consegUent destrucció de les

cel.lüles beta. Alternativament, aquesta interacció en-

tre el virus i el receptor de membrana pot modificar

adversament una resposta immune, resultant-ne un procés

autoimmune amb destrucció de les cel.lüles beta per mijt

ja de la immunitat cel.lular. D'altra banda, els antí-

gens B7 i B5 podrien impartir un efecte protector con-

tra el dany a la cel.lula beta (Cudworth, 1.976) (Nerup

1.976).
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C) Immunitat cel.lular.

En la diabetis mellitus s"ha detectat immunitat

órgano-específica de tipus cel.lular, emprantdues te£

ñiques M in vitro". Una és la prova d'inhibició de la

migració leucocitária. S'han trobat resultáis positius

utilitzant extractes de páncreas de porc, vedella i

persones normáis (així com cél.lules d' insulinoma) com

antigen. La mateixa prevalencia de proves positives

s'esdevé al marge de que el pacient tingui o no antico

ssos anti-cel.lula beta o que se l'hi hagi administrat

insulina. L'altre és la prova de transformació limfoci

tária. La transformació de limfocits induida per mito-

gens que els converteixen en cél.lules blástiques és

una important alternativa per a l'estudi de la immuni-

tat cel.lular. Amb aqüestes i altres proves s'ha arri-

bat a la conclusió de que la diabetis insulinodependent

pot molt ben ser una malaltia d"a'utoagressió (Huang, 1.976).

D) Immunitat humoral.

En una bona part de pacients amb diabetis insu-

linodependent s'han detectat anticossos circulants d_i

rigits contra cél.lules d'insulinoma huma. Aquests an-

ticossos no estaven relacionáis amb 1'administraeió



39

d'insulina exogena i eren de les classes IgM i IgG

(Lendrum, 1.975). Només un percentatge molt petit de

pacients amb diabetis no insulinodependent. presenten

aquests anticossos (Irvine, 1.977).

2.2.3.2. Influencia deis factors ambientáis,

Factors ambientáis, sobreposats a una predisp£

sició hereditaria, poden ser essencials per al desen—

rotllament d'una diabetis clínica. Els factors ambien-

tais que poden precipitar la irrupció de la malaltia

son variats. Recentment, els virus han estat implicáis

en la patogenia de la diabetis insulinodependent, men-

tre que factors nutricionals sembla ser que juguin un

important paper en la patogén@si de la diabetis no i_rt

sulinodependent (Ross, 1.976).

Una variacio estacional en la incidencia de la

diabetis insulinodependent d'irrupció juvenil ha estat

observada.Aixó significa que aquests factors ambientáis

poden ser de tipus víric. Alguns virus han estat con-

siderats com a possibles responsables-, entre els quals

hi ha el virus Coxsackie B^, el de les galteres, hepa-

titis, rubéola, etcétera. No obstant aixo, les proves

aportadas son moltes vegades contradictorias i incon-
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clusives. La diabetis podría ser el resultat d'una s_e

ríe d "infeccions que haurien acumulat el dany pane rea

tic. Una altra possibilitat seria que la infecció vi-

ral desencadenes una reacció autoimmune, que un cop

iniciada continuaría destruint’la cél.lula beta.

En el cas de la diabetis no insulinodependent ,

que té una predisposició genética de tipus diferent,

serien uns altres els factors que conduirien a la hi-

perglucemia, com ara, la sobrenutrició, la obesitat o

l'embarás (Tattersall, 1.975).

2.2.4. Historia natural i curs de la diabetis rnellitus.

La historia natural de les dues formes de di abe*

tis idiopatica,- la insulinodependent i la no insulino-

dependent, si no es. tracten d'una manera adequada es

caracteritza per l'aparició de complicacions agudes,

com ara el quadre d'hiperosmolaritat i altres concomí-

tarrts que afecten diversos organs i sistemes. La cetoaci_
dosi esta, sobre tot, limitada a la varietat insulinodjí

pendent, encara que ocasionalment pugui donar-se en pa

cients insulinoindependents sotmesos a certes circums-

táncies de " stress ", com ara, pneumonía, intervencions

quirúrgiques, cremades i traumes emocionáis i físics.
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Les complicacions concomitants de la síndrome

diabética son de tipus cronic i inclouen desarranja-

ments que entren dintre les microangiopaties, macroan

giopaties i neuropaties. Encara que la majoria de com

plicacions concomitantses donen en els dos tipus de

diabetis, hi ha diferencies molt importants. Cal des-

tacar que la major causa de morbilitat i mortalitat

en diabetics insulinodependents és la nefropatia dia-

betica i les seves seqüeles, que inclouen azotemia,

acidosi tubular, i pericarditis urémica, entre d'al-

tres. La principal causa de mortalitat i morbilitat en

diabetics no insulidependents és la malaltia isquémica

coronaria i les seves seqUeles.

Quan aquests signes clínics son presents, la dia

betis es troba en el mes avangat deis seus estadis i

s'anomena diabetis manifesta o franca. Abans, pero,

d'arribar a aquesta situació pot ser que l'individu

diabetic hagi passat per unes etapes en que les anoma-

lies eren detectables, només, per métodes biometrics.

Aqüestes diferents etapes de la diabetis mellitus va-

ren ser definides l'any 1.965 per un grup d'experts so

ta l'encárrec de l'Organització Mundial de la Salut

(WHO Expert Committee, 1.965) de la segUent manera:

I Diabetis potencial (pre-diabetis).
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Aquesta situado és propia de persones que te-

nen grans probabilitats de patir diabetis, malgrat no

presentar, encara, cap símptoma i teñir valors normáis

de la prova de sóbrecárrega oral de glucosa.

Hom considera diabétics potenciáis:

a) Germans bessons uniovulars de diabétics.

b) Persones amb pare i mare diabétics, o bé un

d'ells diabetic i l'altre fill o germá d'un diabetic.

c) Dones que han donat llum a nadons, vius o

morts, amb mes de 4,5 kg de pes, o be prematurs no dje

guts a incompatibilitat de Rh, amb hiperplásia deis

illots de Langerhans del páncreas.

El terme prediabetis també es pot emprar en el

cas d'una diagnosi retrospectiva, referida al periode

de vida transcorregut entre la concepció i la confirma

ció de que hom pateix diabetis.

II Diabetis latent.

Aquesta situació és propia de persones amb va-

lors habitualment normáis en la prova de sóbrecárrega
oral de glucosa, pero que ocasionalment poden presentar-
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los patologics, sobre tot en condicions desfavorables

com ara l'embarás, infeccions, "stress", obesitat, et-

cétera. La prova de tolerancia a la cortisona-glucosa

pot donar valors de tipus patología.

III Diabetis assimptomática o química.

Aquest estat, anomenat tambe diabetis subclíni

ca, el presenten pacients que tenen valors patologics

de la prova de sobrecárrega oral de glucosa, tot i que

no presenten símptomes de diabetis mellitus.

IV Diabetis clínica.

És l'estat patologic que cursa amb els símptomes

i signes característics de la diabetis mellitus. Per

aixo se l'anomena també diabetis manifesta. De no ser

tractada convenientment causa hiperglucémia continuada

i, moltes vegades, glucosúria. Els resultáis de la pr£

va de sobrecárrega oral de glucosa es disparen de mane

ra extraordinária.

2.2.5. Intolerancia a la glucosa independent de la dia -

betis mellitus.

Hi ha una serie de malalties i' circumstancies



44

diverses que donen lloc a una alterado de la tolerara

cia a la glucosa, i en casos extrems a hiperglucemia

continuada. Quan aquests fets es donen al mateix temps

que una diabetis idiopática, poden agreujai—la extraer

dináriament. Quan es presenten sois poden arribar a

mimetitzar una diabetis autentica. Per aquests motius

es fonamental tenir-los en compte a l'hora d^establir

un diagnostic. La característica mes comuna, quan no

hi ha involucrado pancreática, es que la resposta i_n
sulínica es superior a la normal. Aixo pot entendre's

com una reacció del páncreas endocrí ais altíssims n_i
vells de glucosa circulant.

2.2.5.1. Afeccions pancreátiques.

La pancreatitis crónica i els tumors pancreá-

tics sovint s'associen amb una alterado de la tole -

rancia a la glucosa, deguda possiblement a una reducció

de la massa de cel.lules beta funcionáis (Friedlander,

1.974). L'alteració de la tolerancia a la glucosa ja

pot presentarse despres d'una sola crisi aguda de pan

creatitis (Johansen, 1.972).

En la majoria deis pacients amb fibrosi quís-
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tica del páncreas la tolerancia a la glucosa empitjora;

en casos greus pot presentar-se, també, hiperglucémia

en dejó (Milunski, 1.971). La causa sembla ser una d_e
* * x

posicio de teixit fibros entre les cel.lules beta.

En mes de la meitat deis casos d"hemocromatosi

es dona diabetis mellitus. No s'ha pogut determinar

si aixo és conseqUencia de l'acumulació de ferro al

páncreas, o bé d'una predisposició genética (Dymock,

1.971).

2.2.5.2. Qlucagonoma.

El glucagó eleva la producció de glucosa al fe_t

ge, pero també estimula la producció d"insulina. Un tu

mor de les cél.lules alfa, productor de .glucagó, influ

eix poc sobre la toleráncia a la glucosa si la funció

de les cel.lules beta segueix intacta (Levin, 1.968).

No obstant aixó
r alguns tumors productors de glucagó d£

nen lloc a hiperglucémies difícils de controlar (Le ic_h

ter, 1.975).

2.2.5.3. Síndrome de Cushing.
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Les dosis elevades de glucocorticoides interfji
reixen la utilització de glucosa i incrementen la gljJ

coneogénesi. La tolerancia a la glucosa empitjora en

prop d'un 80 % deis pacients amb síndrome de Cushing;

hom comprova una hiperglucemia en deju en un 20 % deis

casos, aproximadament (Emmer, 1.971). En la síndrome

de Cushing el nivell d'insulina és elevat en dejú, i

segueix augmentant amb la sobrecárrega de glucosa, si.

tuació que recorda X* obesitat.

2.2.5.4. Acromegalia.

L'excés de 1'hormona del creixement altera la

tolerancia a la glucosa d"un vint-i-cinc a un seixanta

per cent deis- casos, provocant hiperglucemia basal en

algún d'ells (Dieterle, 1.969).

2.2.5.5. Feocromocitoma.

S'anomenen així els tumors de la médul.la adr^
nal que segreguen adrenalina, la qual desminueix la to

leráncia a la glucosa (Porte, 1.969), si bé el seu efec

te és massa fugag per a provocar diabetis permanent.

Un cop extirpat el carcinoma la tolerancia a la glucosa
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es normalitza

2.2.5.6, Hipertiroldisme.

Aproximadament, un cinquanta per cent deis ma-

lalts amb hipertiroldisme . presenten intolerancia a la

glucosa. Sembla que la causa es una acció antagónica

de la tiroxina vers la insulina, ja que els nivells

d'aquesta es troben augmentáis (Emmer, 1.971).

2.2.5.7. "Stress".

L'"stress" no pot, dnicament, agreujar l'estat

diabétic, sino que també pot desencadenar una hiper-

glucemia, encara que no hi hagi diabetis hereditariá,

degut a l'augment de la secrecio de catecolamines

(Jahnke, 1.970), glucagó i corticosteroides (Burkhardt,

1.972). Així, després de l'infart de miocardi, moltes

vegades augmenta el nivell de la glucémia, i aixo pot

constituir juntadla persistent leucocitosi un signe de

mal pronostic (Modan, 1.975). La hiperglucémia condi-

cionada per l'"stress" s'ha observat, a mes a mes, en

les intervencions quirúrgiques (Russell, 1.975), des-

prés de les cremades (Wilmore, 1.974) i després d'una
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exposicié involuntaria al fred (Meriwhether, 1.972).

En cas darrer, pero, també és possible una hipogluc_e
mia deguda a la manca de reserves de glucogen.

2.2.5.8. Afeccions hepátiques.

Les malalties cróniques del fetge empitjoren la

tolerancia a la glucosa, com és el cas de la cirrosi

hepática sense hipertensió portal (Muting, 1.975).Les

hepatopaties agudes, en canvi, acostumen a ocasionar

hipoglucémies.

2.2.5.9. Afeccions renals.

En les insuficiéncies renals avangades la toljs

rancia a la glucosa está pertorbada, podent-se donar

casos d'hiperglucémia basal (Spitz, 1.970), (Hamper,

1.970). Aixo s'acompanya de nivells elevats d'insulina

(Sorge, 1.975), així com d'hipertrigliceridémia, que

pot ser resultat d'un increment de la síntesi hepáti-

ca induida per la insulina (Quereda, 1.977).

La causa de la intoleráncia a la glucosa pot

ser la retenció de substáncies que haurien d'"haver es-
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tat eliminades, cosa que no va aconseguir-se degut al

mal funcionament renal (Cohén, 1.968), o bé a la hip£

potassemia (De Fronza, 1.973).

Hom reconeix que el tractament per dialisi re-

nalréssol els trastorns del metabolisme hidrocarbonat,

pero hi ha discrepáncies sobre si és d'una manera només

parcial (Hutching, 1.976), o bé total (Sindall, 1.971).

2.2.5.10. Déficit de potassi.

La hipokaliémia disminueix la secreció d'insuljL
na. Així,•l'aldosteronisme primari, l'adminstració de

saluretics, certes afeccions renals, etcétera, donen

lloc a intolerancia a la glucosa (Conn, 1.965).

2.2.5.11. Efectes secundaris medicamentosos.

Nombrosos ’fármacs poden provocar intolerancia a

la glucosa mitjangant una inhibido de la secreció i£
sulínica, o bé per altres mecanismes. Aquesta acció,

capag d'agreujar extraordináriament algunes diabetis

que en principi eren benignes, pot arribar a provocar

un coma hiperosmolar.
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Com a fármacs susceptibles d'alterar la toleráji
cia a la glucosa poden esmentar-se elsdiUrétics tiazí-

dics, el diazoxid la difenilhidantoina, etcétera (Do

llery, 1.971) (Levin, 1.972).

2.2.5.12 Obesitat.

Es un fet evident que l'obesitat empitjora la

tolerancia a la glucosa en moltes persones, en les que

s'observa una millora quan hi ha una pérdua de pes

(Drenick, 1.975). Al mateix temps, pot dir-se que s'ojd
serva una correlació positiva entre el grau d'obesitat

i la secreció d'insulina, tant si hi ha intolerancia

a la glucosa com si no n'hi ha. Aquesta hipersecreci5,J.“~r

deis obesos és, dones, un carácter adquirit ja que re

trocedeix amb la perdua de pes (Felig, 1.971). No es

coneixen bé les causes d'aquesta hipersecreció, si be

s'han proposat gran nombre d'explicacions. Així, s'ha

atribuxt a una resistencia del teixit adipos hipertro

fic(Salans, 1.968), (Salans, 1.971), a una disminució

de la sensibilitat periférica que provocaria una hipe_r
secreció compensadora (Butterfield, 1.965), a la pre-

sencia d'antagonistes de la insulina (Davison, 1.972),

a una hiperfunció suprarenal que donaria com a conse-

qUencia una gluconeogénesi augmentada per efecte deis
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corticosteroides, que es compensaría amb una hiperse__
creció insulínica (Schteingart, 1.965), etcétera. Estju

dis realitzats amb models animáis indiquen que la ob£

sitat és una condició progressiva que compren dues fa

ses principáis; en la primera encara no hi ha resistéji
cia a la insulina, mentre que en la darrera la resis-

tencia a la insulina és ostensible (Jeanrenaud, 1.979).

En la primera fase de l'obesitat els únics teixits que

presenten alguna alteració son el fetge i el teixit a

dipós que son sobreestimulats per un excls d'insulina

que ocasiona una elevada secreció de VLDL-triglicerid

per part del fetge, i una excessiva captació del mateix

per part del teixit adipós. No obstant aixd, aquest

procés és reversible i es torna a la normalitat quan

baixen els nivells d'insúlina circulant (Assimacopou_

los-Jeannet, 1.976). En la darrera fase de l"obesitat,
la hiperinsulinémia esdevé molt més pronunciada i a

més a més, apareix un estat de resistencia a la insu-

lina que afecta al fetge, al músculj'i al teixit adi-

pós. Al mateix temps, hi ha un descens del nombre de

receptors insulínics, si bé aixó cal atribuir-ho a la

hiperinsulinémia, ja que quan aquesta baixa,el nombre

de receptors insulínics torna a ser normal. Estudis

realitzats amb limfocits T activats haurien demóstrat
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que l'obesitat per si sola podria fer disminuir tanma

teix el nombre de receptors insulínics, cosa que també

passaria amb la diabetis no insulinodependent, essent

aquest descens independent de la concentrado d'insuljL
na (Helderman, 1.980).

Les persones obeses amb intolerancia a la gluco

sa podria ser que tinguessin una reserva insulínica

inferior a la de les que, tot i ser obeses, tenen no_r

mal la tolerancia a la glucosa (Beck, 1.964). Per aquest

motiu, la secreció insulínica, tot i ser considerable
men-t superior a la deis individus normáis no obesos,

seria insuficient per a mantenir la glucemia dintre

deis límits normáis (Felig, 1.971).

2.2.6. Relacións entre intolerancia a la glucosa i dis-

lipemies .

És ben conegut que la diabetis mellitus pot do_
nar lloc a hiperlipoprotexnemies secundáries del tipus

I, IV i V, aixo és, les que es caracteritzen per un au£

- ment del triglicérid serie. D'altra.banda, també sem-

bla que la hipertrigliceridémia endógena pot donar lloc

a una intolerancia a la glucosa (Sailer, 1.968).
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Semblen existir tres síndromes a l'entorn d' a

questes interrelacions que semblen realment complexes.

D'una banda la hipertrigliceridémia, en pacients amb

mínimes anomalies en la tolerancia a la glucosa, s'es

devé conjuntament amb una perdua de la sensibilitat a

la insulina, caracteritzant-se per una elevació

del triglicérid corresponent a 1ipoproteines de molt

baixa densitat (VLDL-TG) (Berstein, 1,978). S'ha sug-

gerit que en aquest cas, les elevadas concentracions

de triglicérid plasmátic son secundarias a increments

de la secreció de triglicérid de VLDL peí fetge. A

l'altra banda de l'espectre es troben els subjectes

amb una absoluta deficiencia insulínica, en els quals

la hipertrigliceridémia es deu, probablement, a una

deficient; eiiminació del triglicérid del plasma,de^-

gut a la manca absoluta d'insulina (Risser, 1.978).La

tercera síndrome clínica afecta la hipertrigliceridé-

mia en pacients amb diabetis no insulinodependent amb

hiperglucémia en dejó. La causa de la hipertriglicer_i
démia en aquests pacients es dubtosa. Mesuraments di-

rectes del ritme de secreció de triglicérid de VLDL

suggereixen que la hipertrigliceridémia és secundaria

a un increment en l'esmentada secreció (Nikkila, .1.977).

D'altra banda, un descens en l'activitat de la lipopr£
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teinlipasa del teixit adipós, ha portat el suggeriment

que el responsable deis elevats nivells de triglicérid

és la deficient eliminació deis mateixos (Pykalisto,

1.975).

• Els baixos nivells de colesterol HDL, aixo és,

la fracció que forma part de les lipoproteines d"alta

densitat, s'associen clarament amb un increment del

riso de malaltia isquémica coronaria (Miller, 1.975).

L'efecte "benefactor" del colesterol HDL s'ha relacio

nat amb la seva funció transportadora, i per l'acció

de competir en els receptors de LDL en la superficie

cel.lular (Carew, 1976). Entre els diabétics es troba

una prevaléncia d'hiperlipoprotelnémia i malaltia is_

química coronaria forga considerable, pero no es reía

ciona directament amb la severitat de la diabetis, rne

surada en funció del grau d'insulinodependencia (Sau-

dek, 1.979). Pacients amb diabetis manifesta, tant iin

sulinodependents com no insulinodependents, s'ha demos

trat que tenien nivells baixos de colesterol HDL (Tas

kinen, 1.979), la qual cosa concorda amb la mes gran

prevalencia de malalties isquemiques coronáries entre

els diabétics.

Quan s'estudia la relació entre la concentració
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plasmática d^insulina i el colesterol HDL en una pobla

ció de subjectes no diabetics, es veu que els subjec-

tes amb nivells alts d'insulina sérica basal i post-

prandial tenen nivells de colesterol HDL baixos (Stal

der, 1.981). Paral.lelament, estudis epidemiologics

portats a terme a Franga per la ünité de Recherches

Statistiques de l'lnstitut National de la Santé et la

Recherche Médicale, han portat a la conclusió de que

els nivells alts d'insulina poden constituir un factor

independent de risc de complicacions cardíaques coro_

náries en homes no diabetics d'edat madura (Ducimetie

re, 1.980).

2.2.7. Classificació de la diabetis mellitus i altres

categories d^intoleráncia a la glucosa .

Durant la darrera década, l'augment del conei-

xement de l'etiologia i patogénesi de la diabetis me-

llitus, va portar a un bon nombre d'individus i de

grups que treballaven en aquest camp a sol.licitar una

revisio de nomenclatura, criteris diagnostics i cías-

sificació de la diabetis mellitus, en_qué s'intentés

buscar un consens internacional. La necessitat sorgí

de la manca d'uniformitat o consisténcia en el passat
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per a definir la diabetis i les altres situacions d'in

tolerancia a la glucosa, que portava com a conseqUen-

cia que les dades sorgides de diferents centres fossin

difícils de comparar entre sí, amb la consegllent per-

dua d'utilitat i eficacia. A mes a mes, mentre s'acu-

mulava l'evidéncia de que la diabetis és una malaltia

heterogénia, no hi havia un acord general per a class_i
ficar la síndrome en funci5 de l'etiologia o de les ma

nifestacions clíniques. Aquests factors han fet difí-

cil de calibrar l'impacte de la diabetis i les seves

complicacions, així com de determinar 1'epidemiologia

deis diferents tipus de la malaltia. Com a conseqUen-

cia, va considerar-se essencial 1"establiment d'una

terminologia escaient i uniforme, així com d'una cías

sificació funcional i operativa que reflectís els co-

neixements actuáis sobre la malaltia. Per a acomplir

aquesta tasca, un grup de treball. internacional va re£

nir-se sota els auspicis del National Diabetes Data

Group del National Institutes of Health, deis Estats

Units. Fruit d'aquests treballs va ser un document que

va circular ámpliament per bona part deis ambients in

teressats en él tema, com ara la American Diabetes Asso

ciation, la Australian Diabetes Society i la European

Association for the Study of Diabetes, i un cop reco-

Hits els suggeriments va sortir l'informe definitiu
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(National Diabetes Data Group, 1.979). Posteriorment,

va reunir-se un comité d'experts de 1'Organització

Mundial de la Salut en la qual es recolliren els punts

mes importants de l'anterior document, proposant-se

aquesta classificació com un marc uniforme on es sit_u
és la conducta clínica i la investigació epidemiología
ca (WHO Expert Committee, 1.980).

.Els objectius de la classificació foren els se

güents:

1. Servir com a una base uniforme, en la qual

es pugui conduir i planificar la recerca en diabetol£

gia incloent-hi causes, tractament, aparició de complí.

cacions i prevenció.

2. Servir com a marc per a la recollida de da-

des epidemiológiques sobre l'etiologia, historia natu

ral i l'impacte de la diabetis i les seves complicac_i
ons en poblacions diverses arreu del món.

3. Ajudar al clínic a categoritzar pacients amb

diversos graus d'intoleráncia a la glucosa o posseint

característiques que els col.loquin en situació espe-
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cial de risc de desenrotliar una diabetis.

La terminología i el sistema de classificaciá

hagueren de seguir els segUents requeriments:

1. Cal definir les classes de manera que siguin

mútuament . excloents, de manera que un subjecte, en

un moment determinat de la seva vida, només pugui ser

col.locat en una classe, encara que en un seguiment

prospectiu canvii de carácter!stiques en un moment d£

nat, i per tant calgui reclasificar-lo.

2. La classificació ha de basar-se en mesures

i observacions descriptives, fácilment obtenibles i

amb significat biologic.

3 . Les classes cal que siguin tan precises i

ben definidas com permetin els actuáis coneixements de

1'etiopatologia de la diabetis, de manera que cada cía

sse contingui una poblacio el máxim d'homogénia.

4. La terminología ha de ser precisa i ben de-

finida, describint l"expressió fenotípica de l'anoma-

lia tant com siguí possible.
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5. La classificació cal que siguí susceptible

a la incorporacio de les noves aportacions sobre l'e-

tiopatologia de la diabetis.

La classificació resultant va constar de tres cía

eses clíniques principáis, ultra la inclusió d'algu^
nes fases que formen part de la historia natural de

la malaltia.

2.2.7.1. Diabetis mellitus.

En éls darrers anys ha quedat ben establert que

la diabetis mellitus és un grup heterogeni de desor-'

dres, tant des del punt de vista genétic com del clí-

nic. L'heterogeneitat que hi ha en la síndrome diabéti

ca té importants implicacions en la recerca i en la

conducció de la diabetis; primer, diferents factors g_e

netics i d“etiologia ambiental poden donar fenotipus

diabetics semblants, i segon, diferents trastorns agru

pats sota la qualificació de diabetics poden ser nota

blement diferents en patogénesi i historia natural, a_i
xí com en les respostes terapéutiques i mesures profi.

láctiques.

2.2.7.1.1. Tipus I: diabetis mellitus insulinodependent.
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Com s'ha vist anteriorment (2.2,2. i 2.2.3) a-

questa forma de diabetis es caracteritza, clínicament,

per l'abrupta irrupció deis simptomes, la insulinope-

nia i la dependencia de les injeccions d'insulina exo

gena, així com la tendencia a la cetosi. Normalment'

es dona en gent jove, encara que aixo no exclou que p_u

gui debutar a qualsevol edat. Semblen importants els

determinants genétics, expressats per l'associació amb

augment o descens de,la freqUencia de certs antigens

d'histocompatibilitat HLA, en el cromosoma 6. La preséjn
cia d'anomalies immunologiques i anticossos anti-cél.l£
la beta poden teñir implicacions etiologiques.

2.2.7.1.2. Tipus II: diabetis mellitus no insulinode-

pendent.

Aquest segon tipus de diabetis, tal com s'ha

vist préviament (2.2.2 i 2.2.3 ), és el que anterior-

ment s'anomenava diabetis de l'adult ("maturity-onset

diabetes"), ja que el seu inici es dóna, quasi sempre,

a la maduresa de la vida. No obstant aixo, cal aband£
nar aquesta nomenclatura, ja que hi ha casos en qué

es presenta en individus joves. En alguns casos s'ha

pogut establir l'existéncia d'una transmissié heredi-

tária del tipus autosomica dominant. Aqüestes persones
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no son insulinodependents, en el sentit de que no cal

administrar-els-hi insulina exogena per a prevenir la

cetosi, encara que de vegades s'els hi administri per

a fer-els-hi disminuir la glucemia. Aproximadament

d*un seixanta a un noranta per cent deis pacients amb

diabetis no insulinodependent son obesos. En aquests,

la tolerancia a la glucosa millora amb la perdua de

pes. La hiperinsulinemia i la resistencia a la insuli

na son molt característiques d'aquests pacients obesos.

Per aquests motius, aquest tipus es divideix en dos

subtipus:

*

1. Diabetis no insulinodependent, no obesos.

2. Diabetis no insulinodependent, obesos.

2.2.7.1.3. Altres tipus de diabetis.

Aquesta subclasse engloba diversos tipus de dia

betis, en alguns deis quals es coneixen les relacions

etiológiques, com ara, la diabetis secundaria a mala_l
ties pancreátiques, endocrinologiques o iatrogenes. En

altres, la relació etiologica es sospita degut a l"e-

levada freqUencia de 1'associacio de la diabetis amb

la síndrome o condició.
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Cadascun deis tipus de diabetis descrit té ca-

racterístiques que el distingeixen deis altres dos. No

obstant aixo, hi ha vegades en qué pot resultar difí-

cil assignar un individu a una classe ja que no es dis
i

posa de prou informació. Per exemple, distingir entre

un diabetic insulinodependent i un pacient prim amb

diabetis no insulinodependent a qui se l'hi ha pres-

crit tractament amb insulina, requeriria que se l'hi

deixés d'administrar insulina i se l'hi controles lia

vors el curs de la malaltia, cosa que pot resultar im

practicable. Els examens addicionals que es requerei-

xen per a determinar si un pacient té una diabetis s_e

cundária a altres condicione, pot ser que no s'hagin

fet, i per aquest motiu alguns pacients siguin incorrec

tament classificats com a diabetics insulinodependents.

D'altra banda, hi ha etapes en la historia natural de

cadascun deis tipus de diabetis mellitus que mimitit-

zen característiques d'altres tipus, com ara la fase

de remissió de la diabetis insulinodependent o la ce-

tonúria que poden presentar pacients amb diabetis no

insulinodependents sotmesos a "stress" metabólic. Si

aqüestes etapes temporals es consideren de manera al-

liada en comptes d'inserir-les en el context de la pr£

gressió de la malaltia, es faran classificacions erro
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nies

2.2.7.2. Tolerancia a la glucosa alterada.

Corrí a conseqUéncia d'estudis prospectius a llarg

termini amb poblacions de diversos paisos (Birmingham

Diabetes Survey Working Party, 1.962), (Bennet, 1.976)

(Zimmet, 1.978), (O'Sullivan, 1.968), varen poder-se

obtenir les bases científiques útils per a definir una

condicio de tolerancia a la glucosa alterada, en la

cual les concentracions de glucosa plasmática en deju

son inferiors a la requerida per a diagnosticar una

diabetis mellitus, i les concentracions de glucosa pías

mática en resposta a la prova de tolerancia a la gluc£
sa oral son intermedies entre les normáis i les diabe

tiques. Així, dones, la prova de tolerancia a la gluc£
sa oral es necessária per a situar un individu en a -

questa classe.

Mentre que els individus col.locats en aquesta

classe no es poden considerar diabetics, tenen un risc

mes elevat que la resta de la població d'adquirir una

diabetis. En alguns pacients, la tolerancia a la glu-

cosa alterada representa un estadi de la historia nat£

ral d'una diabetis no insulinodependent (i menys fre- :
.
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qUentment insulinodependent), podent-se esperar que

d"un 1 a un 5 % de les persones amb tolerancia a la

glucosa alterada arribaran cada any a teñir una diabe

tis manifesta. No obstant aixo, molts deis qui havien

tingut intolerancia a la glucosa tornen espontániament

a una situació normal i una important part de les pe_r

sones afectades román en aquesta categoria molts anys.

Per aixo, a fí i efecte d'evitar l'estigma psicologic

i socioeconomic del terme diabetis, és mes apropiat

designar la seva situació com a tolerancia a la gluco

sa alterada, recomanant que els termes diabetis quírni

ca, subclínica, assimptomática i latent siguin abando

nats.

L'interés per detectar els casos de tolerancia

a la glucosa alterada descansa en la possibilitat d'in

fluir per a evitar la progressió cap a la diabetis clí

nica, o per a detectar la diabetis abans qué es desejn
rotlli i prevenir o amillorar les complicacions própies

d'aquesta malaltia. No obstant aixo, 1 ‘'estudi prospectiu

a llarg termini realitzat a Bedford, Anglaterra, (Sharp,

1.964), no va donar cap evidencia de que el tractament
*

ámb tolbutamida pogués prevenir l'aparició de diabetis

clínica en aquest grup. Una millora en la tolerancia a
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la glucosa pot aconseguir-se a curt termini mitjangant

una restricció calórica, o pérdua de pes, encara que

es desconeixi quina és la influencia a llarg termini

que aixo pot teñir sobre el desenrotllament d'una dia

betis clínica. Encara que en les persones amb toleran

cia a la glucosa alterada no s'observen complicasions

renals ni de retina, molts estudis d'aquesta població

han mostrat una prevalencia incrementada de malaltia..

arterial, anomalies electrocardiográfiques i mortali-

tat, així com una incrementada susceptibilitat a la

malaltia arteriosclerotica associada amb altres cone-

guts factors de risc, com ara hipertensio, hiperlipi_
demia i adipositat. Així, dones, la tolerancia a la

glucosa alterada pot teñir implicacions pronostiques

en subjectes altrament sans, la qual cosa fa que no

es pugui, en absolut, menystenir.

2.2.7.3 Diabetis gestacional.

Aquesta classe es restringeix a dones embarassa

des en les quals la irrupcio, o descubriment, de la

diabetis o tolerancia a la glucosa alterada s'esdevé

durant l'embaras. Així, una dona diabética que quedi em

barassada no s"inclou en aquesta classe. A mes a mes,

quan l"embarás s'acaba cal classificar-la com a diabé
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tica o amb tolerancia a la glucosa alterada, si els

seus nivells de glucosa plasmática, despres del part,

assoleixen els nivells requerits, o be com a persona

amb intolerancia a la glucosa previa si son normáis.

Aquest darrer cas és el mes freqUent.

La diabetis gestacional es recomana com a classe

separada degut a les especiáis característiques de la

diabetis que es dona en l"embarás.. Pacients amb una

diabetis assimptomática, recentment diagnosticada en

l'embarás, en les quals no hi ha una historia obstétri.

ca adversa i en les quals un bon control pot obtenii—

3e simplement amb dieta, encara tenen un risc incremen

tat de morbilitat i mortalitat perinatal (O'Sullivan,

1.971). També hi ha una mes gran freqUéncia de pérdua

'de viabilitat fetal (O'Sullivan, 1.973).

Des del punt de vista clínic el reconeixement

d'una di'abetis gestacional és important degut a:

1. En els llocs on s'está en condicions de con

trolar amb eficacia els embarassos d'alt risc , la tera

péutica pot prevenir molta de la mortalitat i morbili-

tat perinatal associades.
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2. Aqüestes dones tenen un riso mes gran de to_r .•>

nar^-se diabetiques cinc o deu anys després del part.

Del 1 al 2 % de totes les embarassades presen-

ten diabetis gestacional. Les indicacions per a la pra£

tica d"una prova de tolerancia a la glucosa en dones

embarassades inclouen glucosúria, casos de diabetis en

parents de primer grau, presencia de parts prematurs o

aborts en la historia clínica de la pacient, la presen

cia d'una malformació fetal en un embarás previ, l'ha

ver donat a llum un nadó excessivament pesat, l'obesi-

tat, l"edat avancada i el portar cinc o mes bessons

(Stowers, 1.975). La presencia de mes d'un d'aquests

factors de risc és especialment significativa.

Durant l^embarás, especialment en el tercer tr_i

mestre, es dona una disminució de la tolerancia a la

glucosa, i els nivells normáis són, per tant, diferents

deis de les persones no embarassades. Per tant, els cri

teris de tolerancia a la glucosa en dones embarassades

són diferents deis de la resta de persones.

2.2.7.4. Anormalitat previa de la tolerancia a la glu-

cosa.
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Aquesta classe és restringida a aquelles perso

nes amb tolerancia a la glucosa normal, pero que han

mostrat en alguna ocasió hiperglucémia diabética o t£

lerancia a la glucosa alterada, be espontamament be

en resposta a estímuls identificats.

Antigament s'havia utilitzat el terme prediab£

tis, o també el de diabetislatent, per a descriure a

questa situació; de totes maneres les persones amb

anormalitat previa de la tolerancia a la glucosa no

son diabltiques, i per tant no és apropiat l'ús d'a-

quests termes, particularment a la llum de les san-

cions psicosocials i economiques que podrien imposar-

se a unes persones peí fet de ser anomenades diabéti-

ques.

Les dones que han tingut una diabetis gestaci£
nal i han tornat a teñir una tolerancia a la glucosa

normal després del part, constitueixen óbviament una

subclasse dintre 1'anormalitat previa de la tolerancia

a la glucosa. Tanmateix, l'embarás és, possiblement,

l"stress" metabólic associat amb mes freqüencia a

la intolerancia a la glucosa, i per aquest motiu, i

degut a la importancia d'aquest estat, s'ha definit

una classe especial que inclou les dones que presen-
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ten intolerancia a la glucosa durant l'embarás. No obs

tant aixo, un cop l'embarás s'ha acabat cal reclassid

car aqüestes persones; si la tolerancia a la glucosa

torna ais nivells normáis, s'inclouran dintre l'anoma-

lia previa de la tolerancia a la glucosa, i si román

dintre deis nivells d'intole rancia a la glucosa o dia

betis es consideraran com a tais.

Altres grups interessants \ son els de persones

obeses que un cop s'han aprimat recuperen la normali-

tat de la tolerancia a la glucosa, els de pacients que

en la fase aguda d'un infart de miocardi han presentat

hiperglucémia i/o intolerancia a la glucosa, persones

que han sofert traumatismes com ara cremades, accidents

que han ocasionat lesions ossies, ferides de guerra,'

cirurgia abdominal,infeccions, etcétera. Com que la

interpretado de la prova de tolerancia a la glucosa

s'aplica només a persones altrament sanes i en régim

ambulatori (2.3.4 ) sotmesos a unes condicions acura

dament estandarditzades, i no a individus sotmesos a

malaltia crónica o aguda, la interpretado d'una int£
leráncia a la glucosa en molts deis estats descrits

anteriorment és altament qtiestionable.

2.2.7.5. Anormalitat potencial de la tolerancia a la
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glucosa

Aquesta és una classe de risc estadístic que i_n
clou persones que no han tingut mai intolerancia a la

glucosa,pero que tenen un risc mes alt que el de la

resta de la gent d'arribar a adquirir una diabetis, d_e

gut a diversos motius. L'anormalitat potencial de la

tolerancia a la glucosa no es pot mai aplicar com un

diagnóstic a un pacient, encara que el coneixement deis

factors que incrementen el risc de diabetis pot ser va

lid per a aconsellar pacients no diabétics. El propo-

sit de la inclusió d'aquesta classe és el de ser uti-

litzada en estudis prospectius de recerca.

Els individus que tenen un risc elevat d'adqui-
rir diabetis no insulinodependent inclouen (de major

a menor risc) el bessó monocigotic d'un diabétic no

insulinodependent, un parent de primer grau (pare, ger

má, fill) d'un diabétic no insulinodependent, indivi-

dus obesos, mares de nadons que pesaven al néixer mes

de cinc kg i membres de grups racials o étnics que t£
nen una alta prevaléncia de diabetis, com ara els mem

bres de certes tribus d'indis americans. Els individus

que tenen un risc elevat per la diabetis insulinodeperi
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dent inclouen (de major a menor risc) persones amb a_n

ticossos parvoreátics». bes.sorrs monocigotics d 'un
. diabji

tic insulinodependent i filis da diabétios insulinoda

pendents amb HLA idéntic, haploidéntic o no idéntic.

El grau de risc per a cadascuna d'aquestes circumstan

cies encara no está ben establert i mes estudis amb

grups de persones d'aquestes carácter!stiques serien ne_

cessaris.

Anteriorment s'havien emprat els termes predia

betis i diabetis latent per a descriure la situado

de les persones d'aquest grup. No obstant aixo, la to

leráncia a la glucosa, d'aquestes persones es normal,

i els termes prediabetic i diabetic potencial no són

escaients per les mateixes raons adduldes al parlar de

les classes: a) tolerancia a la glucosa alterada i b)

anormalitat previa de la tolerancia a la glucosa, fo-

namentades sobre tot, en les possibles conseqüencies

desfavorables d'etiquetar una persona com a diabetic,

cara al seu futur psicologica i. socialment parlant.

Prediabetis pot usar-se exclusivament en un aspecte

retrospectiu, referint-lo al periode de vida previ a

la diagnosi de diabetis.
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2.3. IMVESTIGACIÓ BIOLOGICA DE LA INTOLERANCIA A LA GLU__
COSA.

2.3.1. Glucosúria .

La presencia en i 'orina de glucosaen concen-

tracions francament superiors a les fisiologiques, que

es troben al voltant de 1,1 mmol/L, es deguda a la ir¡

capacitat de- les cel.lules tubulars del ronyó de fos-

forilar i reabsorbir la glucosa que és filtrada peí

glomérul quan la glucemia ultrapassa el llindar de r£

absorció tubular , que normalment *'■ és de 9,9 a 11,0

mmol/L. Algunes vegades, pero, aauest llindar és molt

més baix i apareix glucosúria en persones que tenen

glucémies normáis, situació que s'anomena de glucosu-

ria renal.

Les concentracions de glucosa en orina de pa-

cients hiperglucemics pot variar de 5,5 a 55,0 mmol/L

(Joslin, 1.959).

Aquesta determinado s'utilitza en gran mesura

per a l'"screedng" d'amplies poblacions degut a la

senzillesa i baix preu. També la utilitzen els pacients

amb diabetis manifesta per a portar un autocontrol de
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la medicado

2.3.2. Cetonúria.

L'acidosi cetoacidosica que es produeix en les

diabetis insulinodependents descompensades pot dete£

tar-se per la presencia de cossos cetonics a l'orina,

on son excretats en grans quantitats, fins i tot abans

d'elevar-se considerablement en la sang (Stone, 1.970).

Per aixo és molt extesa la investigado de la presen-

cia de cossos cetonics en orina per a detectar possi-

bles diabetis descompensades (Gordon, 1.971). També

és útil per a discriminar el coma cetoacidosic de 1'hjL
perosmolar.

2.3.3. Glucemia .

La glucemia sol determinar-se en sang total ca

pil.lar, com s'acostuma a fer ais paisos centroeuropeus,

o bé en plasma o serum venos,modalitat mes extesa ais

Estats Units i també a casa nostra. Hi ha dos factors

que han de tenir-se presents a l'hora d'avaluar els r_e

sultats si hom vol que siguin comparables: d'una banda

la variado fisiológica arteriovenosa, que pot assolir
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importants diferencies postprandials (Lind, 1.973) i

d'altre l'analítica sang total-plasma o serum (Dillon,

1.965). La interferéncia que poden causar certes subs

táñeles presents a les hematies i la major significa-

ció biológica de la glucosa plasmática, ja que la gl_u
cosa de les hematies no intervé directament en les re

accions metabóliques de les cél.lules, fan que sigui

preferible la determinado en serum o plasma.

La determinació de la concentrado de glucosa

en serum procedent d'una sang extreta estant el pa-

cient en dejú des de vuit a deu hores abans, es la pro

va mes sol.licitada ais laboratoris d'análisis clíni-

ques. La seva gran importancia es deu al fet de que

quan s'ultrapassen certs nivells pot donar-se per seg_u

ra la presencia de diabetis mellitys. Segons les reco

manacions del National Diabetes Data Group (1.979),

quan en una persona la concentrado de glucosa sérica

basal excedeix els 7,8 mmol/L en mes d'una ocasió, es

tractará d'un cas de diabetis mellitus. Els valors en

adults, sense comptar-hi les embarassades, són infe-

riors a 6,4 mmol/L. En els casos en qué la concentra-

ció estigui compresa entre 6,4 i 7,8 mmol/L caldrá

practicar una prova d 'estimulado per a resoldre l'am
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bigUitat. Aqüestes xifres es basen en determinacions

efectuadas per qualsevol deis segUents métodes: Hexo-

quinasa, glucosa oxidasa, o-toluldina, Somogy-Nelson,

ferricianur i neocuproina (aquests dos darrers apli-

cats a 1'Autoanalyz©r). S"han de fer notar que la pre

tesa equivalencia d'aquests metodes és molt qüestiona-

ble i d^altra banda no es donen dades sobre_la imprecisio

analítica de les determinacions que han donat lloc a

1'establiment deis e.smentats lírnits.

La determinado de la glucemia post-prandial,

a les dúes hores, aproximadament, d'haver pres un men

jar ric en hidrats de carboni, té una sensibilitat diajg
nóstica mes gran que la glucemia basal, ja que pot d_e

tectar casos d'intolerancia a la glucosa en que no

s'altera la glucemia basal. Per tant tindria un interes

mes gran cara 1
'

"screening". No obstant aixó, la manca

de normalitzacio fa que no es pugui avaluar d'una manera

adequada. general es considera que la glucemia

postprandial - a les dues hores d'haver menjat ha de

ser igual o inferior a la basal. En tot cas, devant de

resultáis anómals cal una confirmado mitjangant una

prova normalitzada.

2.3.4. Prova de tolerancia a la glucosa oral.
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El procediment per a la práctica de la prova de

tolerancia a la glucosa oral recomenat per la American

Diabetis Association (Klimt, 1.969), semblant al de

de la British Diabetic Association (Fitgerald, 1.964),

va ser adoptat per el National Diabetes Data Group en

les seves recomanacions de l'any 1.979, amb un únic

canvi, consistent en que la dosi de glucosa prescrita

per a persones adultes no embarassades passava a ser

de 75 g (1,75 g/kg de massa corporal ideal pels nens,

fins a un máxim de 75 g). Aquesta dosi era un compro-

mis entre els 50 g ámpliament usats a Europa i els

100 g, mes freqüents ais Estats Units,

Diversos factors impulsaren aquesta recomanació:

En primer lloc, semblava extremadament desitjable l'á

ssoliment d'una estandarditzacio internacional en la

práctica de la prova de toleráncia a la glucosa oral.

En segon lloc,un important nombre de centres de recer

ca ja usaven aquesta quantitat de 75 g de glucosa. En

tercer lloc, s'havia comunicat que una dosi de 50 g no

es prou provocativa per a detectar alguns casos, en

els quals pot detectar-se intolerancia a la glucosa

amb dosis mes altes, mentre que una dosi de 100 g pot

causar náusea. Finalment, s'ha mostrat que les dife
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rencies en els nivells de glucosa plasmática durant

la prova de tolerancia son virtualment independents

de la dosi, en subjectes normáis. Les diferencies no

son significatives, en absolut, entre dosis de 75 i

100 g. En persones amb tolerancia a la glucosa altera

da poden donar-se diferencies importants, de fins a

2,7 mmol/L en la glucemia a les dues hores, segons

que la dosi sigui de 50 o 100 g.

La prova de tolerancia a la glucosa oral només

pot practicar-se a pacients altrament sans i ambulato

ris i que no prenguin drogues que puguin interferir

amb les determinacions de glucosa, tant des del punt

de vista biologic com de l'analític. La prova s'ha de

practicar al matí, després de tres dies de dieta sen-

se restriccions i en la que entrin almenys 150-g de

carbohidrats. Durant aquest periode s'ha de portar una

activitat física normal. El pacient ha d'estar en de-

jú des d'almenys deu hores abans, pero no mes de setze.

Es permet prendre aigua durant aquest periode. Cal que

estigui assegut durant el transcurs de la prova i que

s'abstingui de fumar.

Després de practicar una extracció en dejú, s'ad
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ministra la glucosa en una concentrado no mes gran

de 25 g/dL en aigua aromatitzada, que s'ha de beure

en aproximadament cinc minuts. Quan es comenga a beu-

re es posa el temps a zero i llavors s'han d'obtenir

mostres de sang cada mitja hora, durant dues hores.

Per a dones embarassades, els criteris d"inte£
pretació deis resultáis requereixen que la dosi sigui

de 100 g de glucosa i que les extraccions es practi -

quin en intervals de 1 hora, durant tres hores (O'Su-

llivan, 1.964).

*

Si es possible, les mostres cal que siguin de

sang venosa i recollides en tubs que continguin un cori

servador que eviti la glucolisi.

La interpretado deis nivells de glucosa plasma

tica en dejú i durant la prova de tolerancia s'han ba

sat en criteris diversos; West enumera, almenas, 17

criteris per a interpretar la prova de tolerancia a la

glucosa (West, 1.978). D'aquests, els que s“han apli-

cat amb mes freqüencia son els de la Public Health Se£
vice deis Estats Units (Remein, 1.961), els de Fajans

i Conn (Fajans, 1.965), els de la British Diabetic Asso
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ciation (Fitzgerald, 1.964), i els de 1'Organització

Mundial de la Salut (Expert Committee on Diabetes Me-

llitus, World Health Organisation, 1.965). En general,

els valors que impliquen diagnóstic de diabetis son

unes concentracions de glucosa plasmática superiors a

10,0-10,8 mmol/L a l'hora, i a 7,8-8,9 mmol/L a les

dues hores. No obstant aixo, proves que resulten pato

logiques per uns criteris, son normáis per a altres,

donant com a conseqüéncia una gran variabilitat en

les estimacions sobre la prevalencia de la diabetis

(Kobberling, 1,970).

En general no existeix una línia de divisió cía

ra entre els nivells de glucosa plasmática basal, i en

el curs de la prova de tolerancia a la glucosa, deis

subjectes diabetics i els deis no diabetics. Amb rares

excepcions, la distribució de freqDencies en la majo-

ria de les poblacions mostra una distribució continua

unimodal, assimetrica en els nivells mes alts (Gordon,

1.964); cap carácter!stica d'aquesta corba no permet

distingir els diabetics deis normáis. En canvi, els iji
dis americans i algunes poblacions micronesiques (Beji

net, 1.976) (Zimmet, 1.978), sí que exhibeixen una dij»
tribució bimodal entre no diabetics, en els quals els
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nivells de glucosa plasmática a les dues hores es in-

ferior a 11,1 mmol/L, i diabetics, en els que la glu-

cosa plasmática a les dues hores és superior a 13,3

mmol/L. La mateixa distribució bimodal existeix per a

la glucosa plasmática basal, en que un valor d'aproxji
madament 7,8 mmol/L divideix les dues modes. Com que

en les altres poblacions aquesta bimodalitat no es djó
na, s'ha hagut de prendre una decisió arbitrária, fona

mentada en criteris estadístics (Fajans i Conn), de

consens de grups d'experts (Public Health Service, USA)

(Organització Mundial de la Salut) o estudis propectius

a llarg termini amb extracció de conclusions provisio

nals (British Diabetic Association).

En el seu informe el National Di

up intentá recopilar totes les dades di

borant les segUents recomanacions:

El terme diabetis mellitus s'aplicará a les pe_r

sones que compleixin, almenys, una de les condicions,

1. Símptomes manifestos de diabetis i hiperglii

cémia inequívoca.

abetes Data G‘r£

sponibles, ela-
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2. Nivells basals de glucosa plasmática supe**

riors a 7,8 mmol/L, en mes d'una ocasió.

3. Nivells de glucosa plasmática en la prova de

toleráncia a la glucosa oral que excedeixin els 11,1

mmol/L, tant a les dues hores de l'administració de la

dosi de glucosa com en qualsevol punt temporal compres

entre les O i les 2 hores, en mes d'una ocasió.

Es considera que tenen toleráncia a la glucosa

alterada els casos en qué es donin totes les següents

condicions:

1. Nivells basals de glucosa plasmática inferí

ors a 7,8 mmol/L.

2. Els nivells de glucosa plasmática deis punts

temporals compresos entre els 30 i els 90 minuts, infe

riors a 11,1 mmol/L.

3. Els valors de la glucosa plasmática a les

dues hores, inferiors a 11,1 mmol/L pero superiors a

7,8 mmol/L.
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Quan es tracta de població infantil les condi'

cions per a considerar que existeix una intolerancia

a la glucosa son només dues,

1. Concentrado de glucosa sérica en condicions

basals inferior a 7,8 mmol/L.

2. Concentració de glucosa sérica a les dues

hores superior a 7,8 mmol/L,

Es

és normal

considerará que la tolerancia a la glucosa

quan es compleixi,

1. Concentració de glucosa sérica en condicions

basals inferior a 6,4 mmol/L.

2. Concentració de glucosa sérica a les dues

hores inferior a 7,8 mmol/L.

3. Concentració de glucosa sérica entre els 30

i els 90 minuts inferior a 11,1 mmol/L.

Per a la població infantil queden reduldes a

dues,
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1. Concentració de glucosa sérica en condicions

basals inferior a 7,2 mmol/L.

2. Concentració de glucosa sérica a les dues

hores inferior a 7,8 mmol/L.

Per a dones embarassades continúen consideranjfc-
se vigents els criteris de O'Sullivan (O'SulIivan,

1.964), segons els quals es classifica com a diabetis

gestacional els casos en qué dos o més valors ultrapa

ssin els següents límits,

1. Concentració de glucosa sérica en condicions

basals, 5,8 mmol/L.

2. Concentració de glucosa sérica al cap d'una

hora de la ingestió de 100 g de glucosa, 10,6 mmol/L.

3. Concentració de glucosa sérica a les dues

hores de la ingestió de 100 g de glucosa, 9,2 mmol/L.

4. Concentració de glucosa sérica al cap de tres

■hores de la ingestió de 100 g de glucosa, 8,1 mmol/L.

Aquests criteris han de ser consideráis, tal
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com diuen els propis autors més com una base de tre-

ball que no pas quelcom definitiu. Encara que presos

en conjunt són válids per a la majoria de casos, no

deixen d'existir algunes situacions ambigUes (Kobber-

ling, 1.979).

En la reunió celebrada l'any 1.979 a Zagreb per

l'European Association for the Study of Diabetes, va

proposar-se una certa variant deis criteris del Natio

nal Diabetes Data Group segons els quals es definia

com a:

1. Diabetis mellitus, quan les concentracions

de glucosa sérica en condicions basals i a les dues

hores de la ingestió de 75 g de glucosa excedissin

els 7,8 i 11,0 mmol/L, respectivament.

2. Tolerancia a la glucosa alterada, quan la

concentració de glucosa sérica en condicions basals

fos inferior a 7,8 mmol/L i a les dues hores de la in

gestió de 75 g de glucosa superior a 7,8 mmol/L pero

inferior a 11,0 mmol/L.

Aquests criteris són més restrictius que els
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del National Diabetes Data Group basant-se en el fet

de que el diagnostic de diabetis mellitus ha d'ésser

inequívoc (Keen, 1.979).

2.3.5. Altres proves per a avaluar la tolerancia a la

glucosa .

En el transcurs del temps han estat descrites

unbon nombre de proves alternatives o complementarles

a la prova de sobrecárrega oral. Encara que puguin pre

sentar alguns avantatges, com ara una sensibilitat mes

gran, els criteris actuáis de diagnosi només tenen en

compte la prova oral, com s"ha vist abans. No obstant

aixo, degut a la notable difusió que han tingut es dess

criuen i discuteixen succintament en aquest text.

2.3.5.1. Prova de tolerancia a la glucosa per

via venosa.

Després d'administrar 25 g glucosa per via in-

travenosa s'efectuen diverses extraccions de sang a

temps cronometrat, determinant-se la concentrado de

glucosa sérica de cada mostra. En un paper semilogarí_t
mic s'expressen els valors de les glucoses seriques en



86

front del

recta, de

d'aquest

temps. La gráfica resultant ha de ser una

la qual es calcula el pendent i en funció

s"avalua la tolerancia a la glucosa.

La, seva practica, normalment, es destina a la

investigado o be en casos de paciente amb trastorns

gastrointestinals que interfereixen l'absorció normal

de glucosa. Entre els avantatges d'aquesta prova pot

esmentar-seque evita variables propies de l'absorció

gastrointestinal, s'avalua

dent de la recta), té una d

va oral i s'eviten les sens

principáis inconvenients só

és menys fisiológica que 1'

es la normal per a l"entrad

la secreció d'algunes hormo

al seu torn tenen un efecte

la secreció i l'acció de la

aquesta prova és menys sens

ga oral per a detectar mode

glucosa.

2.3.5.2. Prova intravenosa

amb un sol número (el pen-

urada més curta que la pro

acions de náusea. Els seus

n que la prova intravenosa

oral, ja que la ruta oral

a d'aliments, estimulant-se

nes gastrointestinals que

altament significatiu en

insulina. D'altra banda,

ible que la de sobrecárre-

rades intoleráncies a la

de la tolbutamida.

Després de la injecció intravenosa de tolbuta-
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mida ha de produir—se un descens de la concentració

de glucosa sérica, ja que s'estimula la secreció d'i_n
sulina. Quan el descens és inferior a un 23% al cap

de mitja hora, pot sospitar-se Inexistencia d'una dia

betis, La principal aplicació d'aquesta prova és la

discriminació de les intoleráncies a la glucosa que

no alteren la secreció insulínica, com ara les hepat£
paties de la diabetis mellitus primaria.

2.3.5.3. Prova de tolerancia a la cortisona-glucosa.

Préviament a la prova de sobrecarga oral de gljj
cosa o a la prova intravenosa de tolerancia a la gluco

sa s'administra cortisona. Aixo pe-rmet dete-ctar respos-

tes anormals en persones que no les presentarien sen-

se la potenciació de la cortisona.

2.3.6. Insulina sérica .

Les concent raeions d'insulina sérica en condi-

cions basals son francament disminuides en les diabe-

tis insulinodependents. En canvi, no hi han diferen-

cies notables entre les de les persones normáis i les

deis pacients amb diabetis no insulinodependent de
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qualsevol grau cTintensitat (Bagdade, 1.967). En els

obesos s'observa una hiperinsulinémia constant (Bagda

de, 1.971).

Les determinacions d'insulina, junt amb les de

glucosa, en el curs de la prova de tolerancia a la gl£
cosa oral, s'han proposat com una manera de millorar

el valor diagnostic de la mateixa. Els valors s'han ex,

pressat de nombroses maneres, com ara la relació insjj
lina/glucosa (Chiles, 1.970) o bl la relació increments

de glucosa/increments d'insulina (Danowski, 1.973). En

els pacients amb diabetis benigna la resposta insulíni^
ca a la sobrecárrega oral de glucosa és superior a la

de les persones normáis, pero els índexs insulinogénics,

que són els quocients entre els sumatoris deis incre-

ments d'insulina i els increments de glucosa, són in-

feriors (Seltzer, 1.967).

La prova de sobrecárrega de glucosa amb deterrni

nació de nivells d'insulina no ha estat gaire emprada,

segurament degut al cost de la realització de nombroses

determinacions d'insulina i a la dificultat en la in-

terpretació de les dades obtingudes (Howanitz, 1.979),

entre altres coses per la heterogeneitat de la diabe*



89

tis mellitus en quant a la resposta insulínica (Fajans,

1.979).

2.3,7. Hemoglobina glucosilada .

L'análisi de l'hemoglobina deis eritrocits a-

dults normáis posa en evidencia un cert nombre de frac

cions menors. Així, dones, en una electroforesi en tam

pó acetat a pH 6,2 es separa l'hemoglobina A en cinc

fraccions menors amb mobilitats diferents. Entre aquejs

tes fraccions pot identificar-se l'hemoglobina A^ c que

representa d'un 3 a un 6 % de 1'hemoglobina total. En

alguns diabetics la taxa d'hemoglobina Aj_ c augmenta

d'una manera significativa, podent arribar a represer¡

tar un 18 % (Dolhofer, 1.978). L' h emoglobina A]_ c dife-

ació de

1' e x t r

essita

n vitro"

lucosa.

amb la

e de Schiff,

acondu-

1.976).

reix de l'hemoglobina A^ degut a una glucosil

la cadena beta a nivell de la resta valina de

mitat N-terminal. Aquesta glucosilaciá nc- nec

la intervenció d'enzims i pot realitzar-se "i

incubant hemoglobina normal en presencia de g

La funció aldehid cT'aquest glúcid es condensa

funció amina de la valina_per a formar una bas

amb una posterior transformació d'Amadori que

eix a un lligam estable (Figura 2.4.) (Burr,
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La reacció transcorre molt mes depressa si d'om substi.

tueix la glucosa per glucosa 6-fosfat, fructosa 6-fos

fat, fructosa 1,6-difosfatogliceraldehid 3-fosfat.A

quests intermediaris de la glucólisi donarien lloc a

la formació d'altres hemoglobines menors (Stevens,1.S77)

En un subjecte normoglucémic la glucosilació es

realitza lentament. Un eritrocit jove no conté hemo-

globines glucosilades. Aqüestes apareixen al llarg de

la vida de l'eritrócit, que per terme mig es de 120

dies, d'una manera progressiva. En el cas d'un estat

hiperglucémic, la concentrado de glucosa a l'interior

deis eritrocits augmenta sensiblement, car en aqüestes

cél.lules la insulina no controla el pas de glucosa a

través de la membrana. Així, dones, la concentrado

intraeritrocitaria de glucosa depén de la concentració

de la glucosa plasmática i per tant la formado d'hemo

globines glucosilades és més rápida com més elevada s_i

gui aquesta. D'aquesta manera la concentració d'hemo-

globina A;l c és fundó de la glucemia mitjana en perio

des bastant llargs d'aproximadament dues o tres setmanes.

D'aquí vé que a través de la taxa d'hemoglobina gluco

silada puguin quantificar-se les hiperglucémies perllojn
gades amb molta eficácia (Gonen, 1.977).
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Cal remarcar que la majoria de les complicacions

de la diábetis (angiopaties, nefropaties i neuropatía

es) es donen en teixits insulino-independents i que

per tant reaccionen com els eritrocits a la hiperglu

cernía. Per aixo s'espera que la glucosilació de péptids

pugui aportar en el futur algún aclariment a la cone-

ixenga de l'etiologia de les esmentades complicacions.

Quan una molécula d'hemoglobina es glucosila. en

l'extremitat N-terminal d'una cadena beta esdevé inac-

cessible a la modulació de la seva afinitat per l“ox¿
gen en funció de les variacions de la concentració de

2-3 difosfoglicerat. Malgrat aixó, no s“ha vist que

aquest fenomen tingues cap repercussió de tipus patologic

degut,proEablement, al fet de que ádhuc en els diabé-

tics mes mal controláis queda almenys un 85% d'hemoglo

bina funcional.

La determinació de l'hemoglobina A lc pot efec-

tuar-se per cromatografia d“intercanvi iónic, isoele£
trofocalització o cromatografia líquid-líquid. També

s
“

han presentat técniques simplificades de cromatogra

fia en columna en qué es valora el conjunt de les hemo

globines Ai al , A la2 * A ib 1 A lc* Com c>ue la ff'acció



93

A-j c es molt mes gran que les altres sembla que aquesta

determinació conjunta pot substituir amb eficacia la de

1"hemoglobina A1c individualitzada (Trivelli, 1.971).
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3. REVISIÓ BIBLIOGRÁFICA DE L'ENZIMO

IMMUNOANÁLISI HETEROGÉNIA,



55

3.1. INTRODUCCIÓ

Les análisis immunológiques van substituint rá

pidament altres metodes usats per a detectar o quanti

ficar substancies amb importants propietats biologiques

o farmacológiques. Els elevats nivells de sensibilitat

i especificitat assolits per aquest tipus de proves

són conseqüéncia de l'alta afinitat i especificitat

de la unió reversible d'antigens a anticossos i de l*e

xisténcia de metodes de conjugació deis antigens o ají

ticossos amb marcadors amb gran sensibilitat per a ser

detectáis (isotops radiactius, fluorofors, ferritina,

radicáis lliures, bacteriófags i enzims). Encara que

els isotops radiactius siguin els marcadors mes corrent^

ment usats, les immunoanálisis que utilitzen enzims es

tan en continua expansió.

Entre les primeres aplicacions deis enzims com

a marcadors es troba l^ús de conjugats enzim-anticós

per a detectar i localitzar components cel.lulars an-

tigenics per microscopia (Avrameas, 1.976). Després

l'ús de conjugats enzim-anticós i enzim-antigen va ex_

tendre's a. diverses immunoanálisis (Engvall, 1.971),

(van Weemen, 1,971).
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Les enzimoimoimmunoanálisis (EIA) es classifi

quen en dos grups principáis:

1) EIA heterogenies en les quals, l'antigen o

anticos marcats amb un enzim que queden en excés, es

separen del complex enzim-antigen-anticos abans de

la mesura de l'activitat enzimática.

2) EIA homogenies, en les quals l'activitat e_n

zimática de l'antigen marcat es mesuraeri presencia

del complex anticos-antigen marcat que té la part en

zimática inhibida estéricament.

El principi ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent

Assay) es una enzimoimmunoanálisi heterogénia, basada

en els mateixos principia de la radioimmunoanálisi

(RIA). La diferencia mes important entre ELISA i RIA

és que en la primera s'utilitza un enzim com a marcador

de l'antigen o anticos, mentre que en la segona és un

isátop radioactiu. Igual com en la RIA on l'antigen o

anticos marcat que no forma complex es separa del que

l'ha format, i'ELISA inclou una separado del complex

d'antigen i anticos marcat enzimáticament de l'anticos

o antigen marcat enzimáticament que es trobi lliure.
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L'activitat enzimática de la fracció unida o de la fra£
ció lliure es quantifica per la conversió, catalitzada

per l'enzim, d'un substrat relativament no cromátic o

no fluorescent en un producte altament cromátic o fluo

rescent.

El metode ELISA té alguns avantatges sobre la

RIA. Els isótops usats amb mes freqüéncia en la RIA

són el I^ 25 i el I^1
que tenen vides mitjanes curtes

i que quan s"incorporen a diverses substancies poden

destruir les estructures moleculars amb les seves des

integracions radioactives. A mes a mes, l'execució de

la RIA requereix precaucions especiáis degut al risc

que per a la salut suposen els materials radioactius.

Els materials marcats enzimáticament no són pe rillosos,

tenen una vida mes llarga i donen lloc a un efecte d'am

plificació grácies a la propietat deis enzims de reno

var els substrats sobre els que actuen.No obstant aixó
t

una de les limitacions de les tecniques ELISA rau en

la relativa manca de control de les reaccions d'acobla

ment deis enzims marcadors, comparades amb els procedí,

ment de marcatge radioisotópic. A mes a mes, la purif¿
cació d'una substancia marcada amb un enzim moltes ve

gades és difícil o bé poc práctica (Wisdom, 1.976), (Vo

11er, 1.978), (O^Sullivan, 1.979), (Oellerich, 1.980).



3.2. CLASSIFICACIÓ DE LES TÉCNIQUES ELISA

A continuaci6 es dona una breu descripció de

les diferents variants de les técniques basades en el

principi ELISA. Les diverses proves s'han classificat

com competitives o no competitives (immunoenzimometrique's)

depenent de si ha un pas de la reacció en el qual un

antigen unit a un enzim o lligat a una fase solida com

peteixen per un determinat nombre de llocs d'enllag de

l'anticós, o be si l'antigen o anticos que ha de mesu

rar-se es deixa que reaccioni amb un excés de reactiu

immunológic, quantificant-se després l'abast de la reac

ció antigen-anticos (Clark, 1.980).

3.2.1. Proves competitives amb conjugat antigen-enzim .

En aquesta técnica (Figura 3.1) la primera op_e

ració és l'acoblament físic o químic d'un anticos a

una fase sólida (pas1). Després de rentar 1'anticos en

excés (pas 2) s'incuba amb una solució que conté una

quantitat fixa d'antigen marcat enzimáticament en pre¡

séncia d'antigen no marcat procedent d'un estandard o

una mostra problema (pas 3a) o be en abséncia del ma-

teix (pas3b). Aquesta mésela conté un agent humectant
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per a disminuir l'adsorció inespecífica del conjugad

antigen-enzim a la fase solida. Després d'una incuba-

ció a temperatura constant fins que s'assoleixi l'equi^
libri i un rentat amb l'agent humectant s'incuba a tem

peratura constant amb substrat enzimátic (pas 5). Lia-

vors.la reacció enzimática es para i la concentrado

del producte es determina per colorimetria o fluorime-

tria. Les concentracions de producte mesurades son iri

versament proporcionáis a les concentracions d'antigen

de l'estándard o de la mostra problema.

3.2.2. Proves competitivas amb conjungat anticbs-enzim .

En aquesta altra mena d"ELISA competitiu s'em- .

pra anticós marcat amb enzim i l'antigen está acoblat

a una fase sólida. Apart d"aixó és molt semblant al m£

tode anterior.

3.2.3. Proves no competitives intervenint-hi un sol

lloc antigénic.

Aqüestes técniques son, de fet, variants de les

anteriors. Hi han dos tipus principáis, un deis quals

utilitza antigen conjugat amb enzim. En comptes d'incu
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bar antigen marcat i antigen no marcat junts amb anti_
eos unit a la fase solida, els estándards i les mostres

problema s'incuben amb un lleuger excée d'anticos immobjL
litzat. Després de rentar, un excés d'antigen marcat

amb enzim es deixa reaccionar amb els llocs de l'anti.

eos que han quedat lliures. A partir d'aquí el proce-

diment és identic al descrit en 3.2.1. L'altre tipus

es diferencia per emprar anticos marcat. Els estándards

i problemes s'incuben amb un excés moderat d'anticos

marcat i un cop assolit l'equilibri la mésela de reac

ció s'afegeig a un excés d'antigen immobilitzat que e

limina l'excés d'anticbs marcat. Igual com en els ca-

sos anteriors la concentrado del producte de la reac

ció catalitzada per l'enzim és inversament proporcio-

nal a la concentrado d'estándard o problema. En amb-

dos tipus, la segona incubado amb excés de reactiu ha

de ser prou curta perqué el complexe antigen-anticos

format a la primera incubado no es dissocii signifi-

cativament. Aixó exigeig l'ós d'anticossos amb elevada

afinitat.

3.2.4. Proves no competitives intervenint-hi dos llocs

antigénics
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En aquest tipus d'ELISA no competitiu, anomenat

també entrepá ("sandwi ch" ), un excés d'anticos immobi

litzat s'incuba amb 1'antigen que forma part de la mos

tra o l'estándard (Figura 3.2, pas 3). Després de ren-

tar el complex antigen-anticós immobilitzat s'incuba

amb un excés d'anticós marcat que es Higa a un deis

llocs antigenics que quedaven lliures (pas 5).Una al-

tra alternativa es que el segon anticos no sigui mar-

cat i aquest es faci reaccionar amb un tercer anticos

marcat, específic per a la IgG de l'especie animal de

la que s'havia obtingut el segon anticos. En ambdues

variants la concentració del producte de la reacció ca

talitzada per l'enzim (pas7) és directament proporcio

nal a la concentració de l'antigen determinat a la mos

tra problema o 1'estándard.

3.2.5. Proves per a mesurar anticossos.

Aquest tipus d'ELISA no competitiu, utilitzat

per a determinar la concentració d'anticossos, es ba-

sa en l'ús d'antigen immobilitzat i un segon anticos,

marcat enzimáticament, dirigit contra la IgG humana.
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3.3. CARACTERlSTIQUES BÁSIQUES DE DISSENY.

Com en tota análisi immunologica el factor mes

important de tots és el poder disposar d'anticossos o/

i antigens amb un elevat grau d'afinitat i especifica
tat. A part d'aixc, l'elecció d'un enzim per a fer de

marcador i la conjugació del mateix amb el reactiu im

munologic, son factors decissius en tota enzimoimmuno

análisi. Si aquesta es tracta d'una técnica ELISA cal

teñir en compte, també, la necessitat de lligar anti-

gen o anticos a una fase solida que serveixi per a im

mobilitzar-lo.

3.3.1. Selecció de l'enzim.

La sensibilitat d'una análisi enzimoimmunolog_i
ca depen de l'efecte amplificador impartit per la part

enzimática de la molécula de conjugat. Els enzims usats

en la preparacié del conjugat haurien d'acomplir les

següents condicions per a obtenir una técnica sensible,

practicable i poc cara:

1. L'enzim hauria de ser estable a 25 i 37 se,



així com teñir una estabilitat d"almenys 6 mesos a 4

-C •

2. L"enzim purificat hauria de ser assequible

comercialment i relativament poc car.

3. L'activitat enzimática hauria de

mesurar mitjangant tecniques colorimétriqu

métriques.

4. Caldria que petites quantitats d'enzim fossin

detectables. Per aixo, l'enzim hauria de teñir una a¿
ta capacitat de transforraació de substrat i el produc

te de la reaccio una absorbabilitat o fluorescencia mo

lar gran.

5. Per a les tecniques d'ELISA competitiu, l'eri

zim no s“hauria de veure afectat pels components biolo

gics de la mostra analitzada.

Els enzims que compleixen d"una manera mes sa-

tisfactória aquests requériments, essent per tant els mes

emprats en tecniques ELISA, son la fosfatasa alcalina

d'intestí de vedell, la peroxidasa de rave i la beta-

poder-se

es o fluori

1C5
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D-galactosidasa d'Escherichia coli (Clark, 1.980)

3.3.2. Acoblament d'enzims marcadors a antigens o anti -

cossos.

El marcatge de proteines i haptens amb enzims

proporciona la possibilitat de mesurar substancies que

es troben a concentracions molt baixes, grácies a l'e_
fecte multiplicador que té l'activitat catalítica deis

enzims. £s important, per raons obvies, que al provo-

car la unió l'enzim no ha de perdre activitat.Tambe

s'ha d'evitar un canvi en l
#

estructura de les altres

proteines que pogués modificar les seves determinants

immunológiques, és a dir la capacitat de reconéixer o .

Isser reconegudes.

3.3.2.1.Enllagos Enzim-ProtéTna.

Aquest tip us d“ enllag

dues prote ine s, J a que 1 'enz

un deis mé s g rans obst acles

de mo;Lecul es d'en zim o de 1'

També cal evi tar la fo rmació

zats, poc sus cept ibles d *ori

os es constitueix

im ho Is també. P

és la formació d'

altre protelna en

de productes pol

ginar immunoanáli

en entre

er tant

enllagos

tre sí.

imerit—

sis sensi
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bles

3,3.2.1.1. Métode del glutaraldehid.

Els dos grups aldehid termináis del glutarald£
hid poden lligar-se ais grups amino lliures de les pro

telnes mitjangant la formació d'una base de Schiff (A_v
rameas, 1.969).

A) Procediment en una etapa.- En aquest proce-

diment es posen en contacte l'enzim i la segona prote

Sna en presencia de glutaraldehid que serveix de pont.

Normalment s'utilitza per a unir I
g
G amb fosfatasa a_l

calina, glucosa oxidasa i lactoperoxidasa. Aquest meto

de dona un. rendimentbastant baix degut a la formació

d'agregats d'lgG.

B) Procediment en dues etapes.- La peroxidasa

de rave no reacciona amb el glutaraldehid, probablement

degut a un bloqueig d'alguns deis seus grups amino per

part d'isocianats d'alquil presents al rave (Nahdme,

1.974). Per aixó en aquest procediment es fa reaccio-

nar l'enzim amb glutaraldehid, per activar-lo, elimi-

nant després l"excés de glutaraldeheid. L'enzim acti-



vat es fa reaccionar amb una IgG

3.3.2.1.2. Metode del periodat.

Aquest metode sobretot s'utilitza per a acoblar

peroxidasa de rave a proteínas de pes molecular elevat.

Es fonamenta en la presencia de grups oligosacárids

en la peroxidasa de rave, que poden ser oxidats mitjaji

gant periodat a aldehids. Aquests poden reaccionar amb

grups amino lliures de la segona protelna per a donar

bases de Schiff.

3.3.2.1.3. Metode deis compostos bifuncionals.

Les maleimides reaccionen de manera rápida i se

lectiva, en condicions suaus, amb molécules que conte—

nen grups sulfhidril. Aquests grups poden ser introdiJ

Its a les molecules que no en tenen per mercaptosucci^
nilació o reducció de ponts disulfur.

A) 4 NN'O-Fenilendimaleimida.

És un compost homobifuncional ja que te els dos

grups actius iguals. Uneix protelnes i enzims que tiri

guin grups sulfhidril ambdós.

1 es
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B) m—MalefmidobenzoIl-N-hid roxisu cinimida (MBS)

És un compost heterobifuncional j

grups actius son diferents. Només una de

telnes a unir ha de teñir grups sulfhidr

mitza molt 1'autopolimerització, essent

simple i amb mes rendiment que l'anterio

3,3.2.1.4. Enllagos no co valents.

Poden utilitzar-se anticossos híb

d'unir-se per un punt a la molécula que

nar-se i per l'altre a l'enzim marcador.

3.3.2.2. Enllagos enzim-hapté.

Els metodes per enllagar enzims a

son basicament diferents deis utilitzats

gar protelnes, si bé s'ha de teñir en cc

modalitats poden ser mes grans degut a 1

litat d'haptens. Cal evitar el lligam de

tres amb activitat antigénica, ja que ai

l'avidesa de l'anticos peri'hapté marcat

da cal que el lligam sigui diferent de 1

que els dos

les dues pro—

1. Aixo min^
n métode mes

ids capagos

a a determi-

b haptens no

per a enlla-

pte que les

gran variab_i
l'enzim a cejn

o reduiria

D'altra baji
usat per a u
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nir l'hapté amb la proteina portadora immunógena. Si

s'emprés el mateix pont, aquest podría ser reconegut

per l'árticos i en conseqüencía l'hapté marcat no es-

taria en les mateixes condicions que l'hapté lliure

per a reaccionar.

3.3.2.2.1. Métode de l'anhídrid mixt.

Es basa en una reacció entre un hapté amb un

grup carboxil i un halogenur d'acil, formant-se un

anhídrid. La posterior addició de la proteina dona

lloc a una amida que uneix l'enzim i l'hapté.
w

3.3.2.2.2. Métode de la carbodiímida.

La reacció entre un hapté amb carboxils termi-

nals i la carbodiímida, amb posteriorsubstitució de

la mateixa per la proteica que va a lligar-se a l'hap

té, és el fonament d'aquest procediment.

3.3.2.2.3. Métode deis imidats bifuncionals.

Els imidats bifuncionals poden unir-se a un hap

té que tingui grups amino lliures i posteriorment a

l'enzim ¿"idéntica manera, actuant així com a pont.
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3.3.3. Immobilització d'antigens i anticossos en una

fase sblida .

Si bé s'han utilitzat diversos materials com a

fase solida per a immobilitzar antigens o anticossos,

els mes corrents son plástics, segurament per motius

comerciáis degut a la seva disponibilitat. L'absorció

de les proteínes al plástic es basa en forces febles,

generalment de naturalesa física. No obstant aixó,
s'han proposat alternatives per a aconseguir enllagos

covalents, molt mes estables.

3.3.3.1. Unió mitjangant forces físiques.

Es basen en la simple absorció de la proteina

a la superficie de poliestire o "nylon" o polivinil.

L'inconvenient mes greu és la feblesa d'aquesta unió

que pot donar lloc a un desacoblament quan es produeix^
en operacions de rentat per a eliminar l'excés d"ant¿
cós o antigen marcats. Per aixó resulta important que

s'utilitzi una solució de rentat adequada i que es fa

ci servir el nombre óptim de vegades. Un altre incon-

venient és la dificultat de trobar una concentració

homogenia d^antigen o anticós, sobre tot en lots dife



112

rents. Aixd dificulta ¿j. 'estandardització (Lehtonen(1),

1.980).

3.3. 3.2 Unió per e-nllagos covalents.

S'han proposat alguns métodes d'enllag covalent

que solucionarien els problemes creats per la feblesa

de l'atracció física simple. Un d'ells consisteix en

paper activat amb bromocianogen que es díu que te mes ca

pacitat d'unió per superficie de fase solida>així com

mes homogeneltat entre diferents lots. No obstant aixo,

la técnica analítica és mes laboriosa que les usuals

(Lehtonen(2), 1.980),

També s'ha descrit l'ús d'un "nylon" tractat

amb acid clorhídric durant un periode de temps limitat

diverses vegades,fins a provocar una hidrolisi parcial

que origina grups amino i carboxil lliures, útils per

a formar enllagos covalents amb proteínas si s'utilijt
zen reactius bifuncionals adequats (Handry, 1.980).



4 MATERIAL I MÉTODES
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4.1. SUBJECTES ESTUDIAIS

Un total de 240 persones constitulren el mate_
rial huma de la tesi. D'acord amb llurs histories cl¿
ñiques varen ser classificats en tres grups (Quadre 4.

I), cadascun deis quals es dividí en dos, un amb els

no obesos i l'altre amb els obesos.

Es considera obesa aquella persona que tingues

una massa corporal superior en un 20% a la que li co-

rrespondria per la seva algada segons la Society of

Actuaries deis Estats Units (Quadre 4,11) (National

Diabetes Data Group, 1.979).

Tots els subjectes que varen entrar a l'estudi

eren de raga blanca i vivien a la comarca del Barcel£
nés. No s'hi inclogué cap dona embarassada.

4.1.1. Subjectes normáis (N).

Constituirán un grup de 66 persones no obeses

i un altre de 17 persones obeses. La glucosa sérica

era en tots els casos inferior a 6,4 mmol/L, límit su

perior de la normalitat, segons els criteris del NDDG
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Algada en metres Massa corporal ideal en kg

1,45
1,48
1,50
1,52
1,54
1,56
1,58
1,60
1,62
1,64
1,66
1,68
1,70
1,72
1,74
1,76
1,78
1,80
1.82

1,84
1,86
1,88
1,90
1,92

QUADRE

Homes Dones

55,8
57.6
58.6
59.6
60.6
61.7
63.5
65,0
66.5
68,0
69,4
71,0
72.6
74.2
75.8
77.6
79.3
81,0

46,0
46.5
47,0
48.5
49.5
50,4
51.3
52.6
54,0
55.4
56,8
58,1
60,0
61.3
62.6
64,0
65.3

II. Relació de la massa corporal amb l'alga
da per a una constitució corporal mit-

jana, recomanat en les Conferences on

Obesity (1.973 i 1.978) per la Society.
of Actuarles, Fogarty International Gejn
ter, National Institutes of Health deis
Estats Units.
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(National Diabetes Data Group, 1.979), i els valors

de la prova oral de tolerancia a la glucosa estaven

dintre deis marges normáis, aplicant els criteris de

Fajans-Conn (Fajans, 1.971). En cap cas no s'havia pre.

sentat mai cap símptoma característic de la malaltia,

ni es coneixien antecedents familiars.

En el grup format per no obesos la mitjana de

les edats fou de 32 anys, amb un interval de 15 a 65.

La distribució per sexes fou 37 % eJ. masculi i .63% el

femení .

En el grup format per obesos la mitjana de les

edats fou 33 anys amb un interval de 23 a 65. La dis-

tribucié per sexes fou 35% el masculí i 65% el femení.

Llurs masses corporals eren d'un 21% a un 91% superi-

ors a les ideáis en funció de l'algada, amb una mit-

jana del 48%.

4.1.2. Subjectes amb tolerancia a la glucosa alterada

(TGA).

Constitulren un grup de 70 persones no obeses

i un altre de 28 persones obeses. Cap d'elles no pre-
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sentava símptomes clínics de diabetis mellitus, pero

estaven sota vigilancia médica ja que se'ls havien tro

bat uns nivells de glucosa sérica superiors ais ñor-

mals i/o valors alterats en la prova oral de toleran-

cia a la .glucosa, segons els criteris de Fajans-Conn.

En el grup format per no obesos la mitjana de

les edats fou de 47 anys, amb un interval de 25 a 80.

La distribució per sexes fou 48% el masculí i 52% el

femení.

En el grup format per obesos la mitjana de les

edats fou de 48 anys amb un interval de 19 a 78. La

distribució per sexes fou 43% el masculí i 57% el fer-

mení. Llurs masses corporals eren d'un 22% a un 73%

superiors a les que els correspondria per l'algada,
amb una mitjana del 39%.

4.1.O.Subjectes amb diabetis mellitus no insulinode-

pendent (DMNID).

Constituíren un grup de 42

i un altre de 17 persones obeses,

d'Endocrinologia de l'Hospital de

persones no obeses

pacients del Servei

la Creu Roja de l'Hos
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pitalet de Llobregat. S'els havia diagnosticat una dia

betis no insulinodependent en funció de la tolerancia

a la glucosa,deis símptomes clínics o d'ambdues coses.

Se seguiren uns criteris basats en les recomanacions

del NDDG (National Diabetes Data Group, 1.979) i els

presentáis a la reunió de Zagreb de l'EASD (Keen, 1.979)

que s'aplicaren de la segUent manera:

a) Per les histories cliniques podia descarta^-
se una associació amb síndromes diferents de la diab£
tis mellitus, amb les que es pogués establir alguna r£

lacio etiológica.

b) No se'ls havia instaurat terapéutica insul_í
nica, ni es preveia aquesta possibilitat a curt term_i
ni. D'altra banda no havien presentat mai nivells anor

mals de metilcetona en sang o orina.

c) Un 20% deis subjectes no obesos i un 28% deis

obesos s'inclogueren en la categoria de diabetics pe_r

que tenien unes concentracions de glucosa sérica superi

ors a 7,8 mmol/L en condicions basals i a 11,0 mmol/L

ais 90 i 120 minuts de la ingesta de 75 g de glucosa,

malgrat no presentar símptomes característics de diabe
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tis mellitus. Aquest és el grau d"intolerancia a la

glucosa suficient per a considerar diabetic un subje£
te que no presenta símptomes clínics, segons els cri-

teris de l'EASD presentáis a la reunió de Zagreb. La

resta deis pacients, a mes d'intole rancia a la gluco-

sa, presentaven algún d'aquests símptomes: Retinopatia

comprovada per angiografia, macroangiopatia causant

d'infart de miocardi, pruija vulvar i ulceració del

peu.

En el grup format per no obesos la mitjana de

les edats fou de 45 anys amb un interval de 20 a 73.

La distribució per sexes fou 39% el masculí i 61% el

femení.

En el grup format per pacients obesos la mitja
«

na de les edats fou de 45 anys amb un interval de 22

a 71. La distribució per sexes fou 51% el masculí i

49% el femení. Llurs masses corporals eren d'un 23% a

un 68% superiors a les que els correspondria per l'al.

gada, amb una mitjana del 39%.
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4.2. METODOLOGIA ANALÍTICA.

Per a poder desenrotllar la tesi fou necessária

l"aplicació de tecniques d"análisi química i al mateix

temps tractar les dades obtingudes mitjangant metodes

estadístics adequats.

4.2.1. Determinado de glucosa en serum (glucosa (S)) .

Les determinacións de glucosa en serum sanguini

s'efectuaren peí métode de la hexoquinasa que és el

mis específic .piéis- disponibles actualment, havent es-

tat proposat com a métode de referencia (Passey, 1.977).

La técnica es basa en 1'acció deis enzims hex£

quinasa (HK, EC 2.7.1.1.) i glucosa-6-fosfatodeshidro

genasa (GGP-DH, EC 1.1.1.49). El primer fosforila la

glucosa per a donar glucosa-6-fosfat que al seu torn

es oxidada per la glucosa-6-fosfatodeshidrogenasa per

a donar 6-fosfogluconolactona, actuant el NADP com a

acceptor d'hidrogen. El NADPH format es correspondrá,

mol per mol, amb la glucosa present a la mostra.

Glucosa + ATP HK G-6P + ADP

x +
G-6P + NADP' G6P-Díj gluconat-6-P + NADPH + H
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La concervtració de NADPH es mesura colorimétri

cament a una longitud d'ona de 340 nm un cop la reac-

ció ha quedat completada. El NADP en excés que quedi

sense reduir-se no pot interferir, ja que no es capas

d'absorbir radiacions d'aquesta longitud d'ona.

Com a instrument analític es va utilitzar un

analitzador automátic ABA-100 (Abbot Laboratories, Di

agnostics División, South Pasadena, California). Es

tracta d'un analitzador monocanal discret, amb sistema

optic bicromátic. L'aparell está dissenyat de manera

que la cél.lula fotoeléctrica rebi, alternativament,

raigs lluminosos de dues longituds d'ona diferents. En

una d'elles la substancia mesurada presenta una abso£
ció máxima. L'altra cau fora del pie de l'espectre

d'absorció de la substáncia mesurada, pero en canvi

pot restar a dins deis d'altres substancies que podrí,

en causar interferéncies. En el módul de comandament

de l'aparell es resten automáticament els valors de

les dues absorbáncies, amb la qual cosa 1'absorbáncia

resultant será mes específica. D'aquesta manera es di_s
minueixen interferencies del tipus de la causada per

la terbolesa deis serums hiperlipídics.
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S'utilitzaren els segííents reactius, correspo_

nents al "kit" Gluco-quant
R
(Boehringer Mannheim, refe

rencia 158 062):

A) Tampó NADP/ATP

tampó de de fosfat. . . 0,07 mmol/L, pH 7,8

Mg SO4 4 mmol/L

NADP 1,5 mmol/L

ATP ......... 1,4 mmol/L

B) Solució enzimática

glucosa-6-fosfatodeshid rogénasa 1

hexoquinasa 2

C) Reactiu de treball

Dissoldre reactiu B en reactiu A, en una pro

porció 1/101. Estable 3 dies a 4 2c.

D) Estándard de glucosa.
R

Precimat glucosa, 5,55 mmol/L.

Els espécimens analitzats foren serums obtinguts

peí procediment descrit en 4.3.2.

,25 mkat/L

,08 mkat/L
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La regulació de l'aparell

Interruptor intern ( FRR)

Posició del fotómetre

Filtres

Plat de dilució

Temperatura

Selector de mode

Temps d'análisi

Direcció de la reacció

Revolucions del carrusel

Zero

Decimals

Factor de calibració

fou la següent:

no rmal

normal

340/380

1:101

37 se

End point

5 min

UP

2

0000

00#00 %

calcul a

partir de

1"estándard

El control de la imprecisió i la inexactitud va

efectuar-se mitjangant serumsliofilitzats i valorats

de DADE (DADE División, American Hospital Supply Cor-

poration, Miami, Florida), ais següents nivells:

N 2 de 1ot Valor mitjá Marge de confianza

Monit rol IR LTD-160 6,0 mmol/L 5,6-6,5 mmol/L

Monitrol nR PTD-59 12,9 mmol/L 12,2—13,7 mmol/L
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4.2.2. Determinació de triglicérid en serum

El triglicerid es va determinar per un métode

completament enzimátic amb lectura a l'ultravioleta

proper (Wahlefeld, 1.974). Aquesta técnica es basa en

la determinació del glicerol procedent de la hidroli-

si enzimática del triglicerid serie. Al mateix temps,

també es determina el glicerol endogen, pero aquest té

una concentració prácticament constant, que es consid^
ra de 0,11 mmol/L.

En la primera fase, un complex enzimátic for-

mat per lipasa d'origen bacteria (E C 3.1.1.3) i este

rasa de fetge de porc (E C 3.1.1.1.) s'encarrega de

l'escissió del triglicerid en glicerol i ácids grassos.

En la reacció iniciadora l^enzim gliceroquinasa ( GK,

EC 2,7.1.30) catalitza la fosforilació del glicerol

amb consum d'ATP i rendiment d'ADP. En la reacció au-

xiliar l'ADP capta una molécula de fosfat del fosfoeno_l

piruvat, que es converteix en piruvat en una reac-

ció catalitzada per l'enzim piruvatoquinasa (PK, EC 2.

7.1.40). La reacció indicadora consisteix en la reduc

ció del piruvat per NADH, grácies a l'acció de l'enzim

lactatodeshidrogenasa (LDH, EC 1.1.1.27).
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La seqüéncia de reaccione pot esquematitzar-se

de la segUent manera:

_ . ,. * lipasa/esterasa s

Triglicerxd —.—^glicerol 4 acids grassos
GK

Glicerol 4 ATP glicerol-3-fosfat 4.ADP
P Y

ADP 4 PEP piruvat 4 ATP

Piruvat 4 NADH 4 H* s» Lactat 4 NAD

Per a cada mol de glicerol present en desapare

ixerá un altre de NADH.

Com a instrument analític s'utili.tzá, igual com

per a la glucosa, l'ABA-100 (veure 4.2.1), emprant el

dispositiu de lectura a la primera volta (FRR), que

permet mesurar l'increment de 1'absorbencia des de l'i

nici de la reacció fins ais cinc minuts del mateix.

S'utilitzaren els segtlents reactius, correspo-
R

nents al "kit" Test-Combination Triglycerides (Boe_h
ringer Mannheim, referencia 126 012), que un cop ba-

rrejats donaven un "monoreactiu" de treball, estable

tres hores a temperatura ambient, amb la següent com-

posició:
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tampó de fosfat 4Q mmol/L

albúmina bovina 2 g/L

8ulfat de magnesi 3,8 mmol/L

dodecil hidrogen eulfat sodio .... 0,34 mmol/L

NADH 0,2 mmol/L

ATP 3,0 mmol/L

fosfoenolpiruvat 0,35 mmol/L

lectatodedhidrogenasa 100 ukat/L

piruvatoquinasa 16,6 ukat/L

lipasa 1,28 ukat/L

eaterasa 10,0 ukat/L

Com a eetlLndard e'utilitzl Precimat Glicerol amb

un valor da 2,29 mmol/L (Boehringer Mannheim, rafarájn
cia 166 588).

La regulació de l'aparell fou la eegUenti

Interruptor intern FRR

PoaiciÓ del fotómetre normal

Filtres 340/380

Plat de dilució 1:51

Temperatura 37 ac

Moda d'operació Rate
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Temps d'análisi 5 ruin

Direcció de la reaccio DOWN

Revolucions del carrusel 2

Ze ro -500

Decimals 00.00

Factor de calibració calculat a partir

de 1^estándard

Amb aquesta programació el que es mesura es la

cinética de la desaparició del NADH, ja que en cinc

minuts la reaccio encara no s"ha acabat.

Deis resultáis obtinguts es resta el valor cons

tant de 0,11 mmol/L, atribuible al glicerol lliure. .

Igual com en el cas de la determinado de glu-

cosa el control de la imprécisid i la inexactitud va

realitzar-se amb serums liofilitzats de DADE, amb els

següents valors:

N2 lot Valo r mitja Marge de confianza

Monitrol I LTD-160 1,24 mmol/L 1,05-1,43 mmol/L

Monitrol II PTD-59 2,15 mmol/L 2,00-2,31 mmol/L
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4.2.3. Determinado de la fracció d^hemoglobina gluco*-

silada .

S'aplicá la técnica de cromatografia d'intercajn
vi ionic, métode molt utilitzat per a separar substem

cies estructuralment similars.

Els reactius, que formaven part del "kit” Bio -

Rad Hemoglobin A-) by Column Test R (Bio-Rad Laboratod

es, Richmond, California), foren els següents:

A) Reactiu d'hemolisi.

Éter polioxietilénic, solució aquosa al 0,33%

v/v.

B) Reactiu eluent-revelador.

Tampó de fosfat

Cianur potássic

C) Columnes cromatografiques.

Columnes de polipropilé, emplenades amb res_i
na d'intercanvi cationic, débilment acida.

(NOTA: El fabricant no facilita mes dades sobre

pH 6,7

0,01 mmol/L
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la composició d'aquests reactius)

La metódica seguida fou la següent:

1. 100 ul de sang total es barrejen amb 500 ul

de reactiu hemolitzant (reactiu A), deixant-se 10 mi-

nuts a temperatura ambient, en els que es lisen les

hematies i l'hemoglobina és alliberada.

2. Un alíquota de 100 ul de la sang hemolitza-

da és dipositada damunt la resina (reactiu B), lien-

gant-se el líquid de drenatge.

3. Un cop la columna ha quedat completament dre

nada se li afegeixen 10 mL d'eluent-revelador (reactiu

B), que actúa convertint la metahemoglobina en cianmjs
tahemoglobina i simultániament, separant el component

rápid, format per les fraccions A-i a ,b,c de la resta.

L'eluit es recull en tubs de vidre i s'homogeneitza

per inversió.

4. Una alíquota de 20 uL de sang hemolitzada es

barreda emb 10 mL de .1'eluent-revelador (reactiu B).

5. Es mesuren les absorbáncies de les solucions
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obtingudes en els passos 3 i 4, a una longitud d'ona

de 415 nm. El percentatge d 'hemoglobina A-j que forma

part de 1'hemoglobina total es calcula aplicant la fójr
muía:

Absorbáncia solució 3
X 100 = % HbA

1
5 X Absorbáncia solució 4

Els especímens analitzats foren sangs totals

obtingudes peí procediment descrit en 4.3.2.

Donada la gran influencia que la temperatura te

sobre els resultáis obtinguts per aquest métode (Dix,

1.978), va comprovar-se que la temperatura deis reacr

tius i de la cambra on es realitzava la prova fos en

tot moment de 25 ec,

L'instrumental emprat fou el segUent:

Fotometre Vitatron RRP (Vitatron Scientific,

Dieren, Holanda), equipat amb microcubeta de succió.

R
Pipetes mecaniques Cappilettor (Labora Mannhe-

im,Mannheim, República Federal d'Alemanya) per a 20 i

100 uL.
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Pipetes volumétriques de vidre (Proton, Barce-

lona).

El control de la imprecisió va realitzar-se d_e
terminant cada vegada una mostra del. dia anterior, a-

tés que 1"estabilitat de les mostres és de 7 dies a 4-6'

2C. D
,'aquesta manera pot avaluar-se la imprecisió in-

tersérie sense necasdtat de disposar de materials de

control mes estables (Fuentes, 1.9S2).

4.2.4. Determinado ddnsulina sérica per radioimmunoa-

nalisi (insulina (S)) .

La concentrado d'insulina en una mostra proble

ma es valora per la capacitat de competir amb una quan

.titat fixa d'insulina marcada amb un isotop radioactiu

tot lligant-se a anticossos antiinsulina, els quals es-

tant units per enllagos covalents a partícules de Sepha

dex que actúen com a fase solida. Aquesta capacitat com

petitiva es compara amb la d'una solució estándard d'in

sulina (Velasco, 1.973).

R
S'utilitza el "kit" Phadebas Insulin Test (Phar
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macia AB, Uppsala, Suecia), amb els segUents reactius:

A) Complexe Sephadex-Antiinsulina.
125

B) Insulina- I 800 ng/L -1,11 Bq/L

0/ Solució tamponada de pH 7,4.

E) Estándard d"insulina.

No es varen emprar els de l'equip sino els ma-

teixos que es feren servir en 1'enzimoimmunoanálisi

( 4^2.5 reactiu G).

S'utilitza^el següent instrumental:

Comptador de radiacions gamma Wilj . Wilj Electr£
nics, Ltd-*", Áshford , Kent, Regne Unit.

Centrífuga Labofuge III, Heraeus Christ Gmbh,

Osterode am Harz, República Federal d'Alemanya

Pipetes mecániques Cappilettor per a 100 uL

Trompa d'aigua per a aspiració delíquids.

Se seguí la següent metódica:

1. Pipetejar 100 uL de les diferents solucions

estándard a tubs de centrífuga, per duplicat.
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2. Pipetejar 100 uL de serum problema o control,

per duplicat, a una altra serie de tubs de centrífuga.

3. Pipetejar 100 uL de solució d'insulina marca

da (reactiu B), a tots els tubs i, a mes a mes, a uns

altres dos tubs addicionals, els quals es tapen i es

deixen separats. Aquests tubs servirán per a mesurar

l"activitat total i no s"han d'incubar ni rentar.

4) Pipetejar 1,0 ml_ de suspensió de complex

Sephadex-Antiinsulina (reactiu A) a cada tub, agitant

contínuament,

5) Incubar a 4-5 20 de 12 a 16 hores, mantenint

els tubs tapats.

6) Centrifugar a 2000 x g durant dos minuts.

Treure els taps i repetir la centrifugació. Aspirar

el sobrenedant fins aproximadament 5 mm del fons del

tub.

7) Rentar les partícules afegint 2 mL de sol^j

ció de clorur sódic 154 mmol/L, centrifugant i aspi-

rant com abans. Aquest pas es repeteix tres vegades.
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8) Determinar la radioactivitat de cada tub.

9) Construir una gráfica de calibració en la

que figurin en ordenades (escala decimal) el percen -

tatge de radioactivitat deis estándards respecte els

blancs i en abscisses (escala logarítmica) els valors

de les concentracións d'insulina deis estándars. Per

interpolació es trobaran les concentracions deis pro-

blemes.

4.2.5. Déterminació d'insulina per enzimoimmunoanálisi

(insulina (S)).

Per a la determinació de la insulina sérica s 'u

tilitzá una técnica basada en el principi ELISA (Enzyme

Linked Immuno-Sorbent Assay), descrita per Kleinhammer

(Kleinhammer, 1.976) i comercialitzada per Boehringer

Mannheim.

Varen introduir-se algunes variants al métode,

en funció deis resultáis de l'estudi d'algunes caracte

rístiques del mateix (4.3.1). Així s'obtenia un marge

de mesura mes ampli que evitava l'haver de repetir un

considerable nombre de determinacions en serums que

tinguessin nivells d'insulina mes alts que el límit sui
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perior del marge de mesura que era de 840 pmol/L en

la técnica original. El métode es basa en la fixació,
en una primera incubació, de la insulina present al

serum analitzat o solució estándard a anticossos and

Insulina lligats a la paret interior de tubs de poliejs'
tiré. Despres es fa una saturació seqUencial deis llocs

que han quedat lliures en la primera incubació mitjari

g.ant una segona incubació amb un conjugat d'insulina

i peroxidasa de rave (ec 1.11.1.7). Com mes alta sigui

la concentrado d'insulina en el serum o estándard, me

nys molecules de conjugat insulina-peroxidasa queda-

ran fixades per l'antiinsulina. Per tant, mesurant

l'activitat peroxidásica pot comparar-se la concentra

ció d'insulina deis serums problema amb la deis están^
dards.

Els reactius utilitzats foren els segUents:

A) Tubs de poliestiré, cilíndrics, de 10 mm de

diámetre i 40 mm d^altura, recoberts per la cara inte

rior amb fracció gamma-globulina d'antisérum antilnsjj
lina de conill porquí. Formaven part del "kit" Enzy-

mun-Test R Insulina (Boehringer Mannheim, referencia

199 648).
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B) Solució de conjugat insulina-peroxidasa de

rave obtingut peí métode de l'oxidació de residus de

sacárid amb per-iodat i formació d'una base de Schiff

(Nakane, 1.974), purifica! posteriorment per cromato-

grafia d'intercanvi ionio. La solució, un cop prepara

da, tenia la següent composició:

tampó de fosfat 40 mmol/L, pH 6,8

albúmina bovina 2,5 g/L

peroXidasa de rave 250 nkat/L

Formava part del "kit" Enzymun-Test R Insulina.

C) Solució de substrat cromogen, tamponada a

pH 5,6 amb tampó fosfat-citrat. Estava formada per S£

lució aquosa de les següents substancies:

peróxid cT'hidrogen (Merck referencia 8597) 8,8

diclorur d'ortofenilendiamina (Merck, referénc

77,3

di-sodihidrogenofosfat (Merck referencia 6589)

232

ácid cítric (Merck referencia 241)...... 84

D) Tampó de fosfat, pH 6,8, 40 mmol/L. Formava

mmol/L

ia 7242)

mmol/L

mmol/L

mmol/L
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part del "kit" Enzymun-Test R Insulina.

E) Insulina liofilitzada en un vial amb 1 mg

d'albúmina humana. (Novo Research Institute, Bagsvaerd,

Dinamarca,referencia 400). Cada vial conté 100 ug

(17,22 nmol) d'insulina monocomponent humana. La re-

constitucio s'efectuá amb 1,0 mi d'aigua destil.lada.

A partir d'aquesta solució mare es prepararen les dif£
rents solucions estandard de treball.

F) Tampó de fosfat per a preparar les solucions

estandard, preparat mitjangant solució aquosa de les

següents substancies:

di-sodi hidrogenofosfat 2-hidrat (Merck referencia

6580) 32,4 mmol/L

sodi di-hidrogenofosfat 1-hidrat (Merck referencia

6346) 0,8 mmol/L

albúmina humana, puríssima (Behringwerke, AG, Marburg

República Federal d"Alemanya, referencia RHA-21)60 g/L

clorur sódic (Merck referencia 6404)... 102,7 mmol/L

El pH de la solució esta compres entre 7,3 i

7,5.
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G) Solucions estándard de treball. E

ren a partir de la sol

E) , di]Luínt amb tampó

següents proporcions:

200 uL de reactiu E 4

300 uL de 34, 4 mmol/L

300 uL de 34, 4 nmol/L

500 uL de 34, 4 nmol/L

5,0 mL de 689 pmol/L 4

1,0 mL de 689 pmol/L 4

Ai xí, dones, re

standard de treball

1563, 1033, 689, 344 i

s prepara-

ució mare d'estándards (reactiu

d'estándard (reactiu F) en les

100 mL de reactiu F = 34,4 nmol/L

4 6,6 mL de reactiu F=1563pmol/L

+ 9,7 mL de reactiu F= 1CT33pmol/L

+ 24,5 mL de reactiu F=689 pmol/L

5,0 mL de reactiu F= 344 pmol/L

9,0 mL de reactiu F= 51 pmol/L

sultá una col.lecció de solucions

a les següents concentracions

51 pmol/L.

H) Serum per al control de la imprecisió, obtiri

gut a partir d'un "pool" de serums, ben homogeneitzat

i filtrat, separat en alíquotes conservadas a -20 2 c

en tubs Eppendorff de polipropile, perfectament tapats.

D^entre els serums barrejats n'hi havia que provenien

de la prova d'estimulació,■ a fi i efecte que la concejn

tracio total estigués en la zona intermedia de la gra

fica de calibració.
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I) Ácid sulfúric, aproximadament 2,5 mol/L

Diluir 25,5 mL d'ácid sulfúric (Merck refe-

rencia 732) amb aigua destil.lada fins a un volum'fi

nal de 100 mL .

L"instrumental emprat fou el segtlent:

Fotometre Vitatron RRP.

Pipetes mecániques Cappilettor
R
per a 100 uL.

Dispensador mecánic Seripettor R (Labora Mannh_e
im) per a 1,1 mL (O,5-2,0 mL).

Bomba d'aigua per a aspiració de líqids.

Fiasco rentador emplenat amb aigua corrent de

l'aixeta.

Cronometre.

La pauta de treball seguida fou la següent:

1) Pipetejar 100 uL de les solucions estándard

de treball (reactiu G) i deis serums problema a tubs

amb antiinsulina (reactiu A) convenientment identifi

cats. Diluir amb 1,1 mL de tampó de fosfat (reactiu D)

No cal agitar. Tapar els tubs amb Parafilm (American
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Can Company, Greenwich, Estats Units) i deixar-los de

16 a 24 hores a una temperatura compresa entre els 2

i els 8 se.

2. Evacuar la fase líquida per aspiració. Ren-

tar amb aigua corrent de l'aixeta, a una temperatura

de 2 a 8 sq, emprant el fiasco rentador. Evacuar a-

questa aigua per aspiració fins a completa sequetat.

3. Dispensar 1,0 mL de solució de conjugat (reac

tiu B). Tapar els tubs amb ParafilmR i deixar-los dues

hores a una temperatura compresa entre 2 i 8 ac.

4. Repetir el pas 2.

5. Dispensar a cada tub 1,0 mL de solució de

substrat-cromogen (reactiu C) a intervals eronometrats.

Ais 30 minuts del comengament, pipetejar 100 uL d'á-

cid sulfúric 2,5 mol/L (reactiu I) respectant els ma

teixos intervals d'abans. Agitar amb el Capilettor
R

amb el que s'efectua el pipeteig.

6. Efectuar la lectura colorimetrica a 492 nm.
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7. Amb els parells de .valors concentrado—abso_r
báncia deis estándards efectuar un ajust per mínims

quadrats a una corba logarítmica (y= a 4 b Inx), en la

que x representa les concentracions i y les absorban-

cies corresponents. Substituint els valors de les ab_
sorbáncies donades peí serum problema, poden aillar-se

les respectives concentracions d'insulina.

Els cálculs matemátics descrits en el pas 7 s'^
fectuaren mitjangant una calculadora progamable HP-97

(Hewlett-Packard, Corvallis, Oregon Estats Units), uti

litzant el programa "curve fitting" dissenyat peí fa-

bricant.

En cada serie de determinacions va incloure's,

juntament amb els problemes, una alíquota del "pool"

de serums per a l'avaluació de la imprecisió (reactiu

H).

Les determinacions, tant d'estándards com de

Controls, s'efectuaren per duplicat, emprant-se la mit

jana de les dues absorbáncies.

4.2.6. Calcul de 1'índex d'eficacia diagnostica diferen

cial.
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Eficacia diagnostica es un terrne que engloba

els conceptes de sensibilitat i especificitat {Galen,

1.980).

La sensibilitat d'una prova diagnostica, expre

ssa la capacitat de no donar negatius falsos, Pot cal

cular-se mitjangant la fórmula,

PC

s = —

PC 4 FN

en la qual S es la sensibilitat, PC el nombre de posi_
tius certs i FN el nombre de negatius falsos. Endefi

nitiva, aquest valor indica la proporció de les perso

nes que patint la malaltia estudiada donen un resultat

positiu amb la prova en qüestió, la qual será mes sen

sible com mes a prop de 1'1 estigui el valor S»

L'especificitat d'una prova diagnostica expre-

ssa la capacitat de no donar falsos positius. Pot cal

cular-se mitjangant la fórmula,

NC

E =

NC 4 FP
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en la qual E és 1"especificitat, NC el nombre de nega

tius certs i FP el nombre de falsos positius. En defi

nitiva, aquest valor és la proporció de persones que

no pateixen la malaltia i donen resultat negatiu de

la prova en qüestió, la qual será més específica com

mes a prop de 1'1 estigui el valor de E. L^eficácia

diagnostica d"una prova analítica expressa la capaci-

tat de no donar falsos positius ni falsos negatius.Pot

oalcular-se mitjangant la fórmula,

PC + NC

en la qual ED és Ineficacia diagnóstica, PC nombre de

positius certs, NC el nombre de negatius certs, P el

nombre total de positius i N el nombre de negatius.

Cal remarcar que el denominador P + N equival al nom

bre total de subjectes estudiáis. En definitiva, aquest

valor és la proporció de subjectes en els que el

resultat de la prova ha reflectit llur realitat fisio

patológica. Com més a prop de l'l estigui el valor de

ED, més válida será la prova per a diferenciar els i_n
dividus afectats per la malaltia deis qui no ho són.

Aqüestes definicions, que són útils per a enteji
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dre els conceptes, cauen en la simplificació de c o ns i_
derar només la dicotomía positiu-negatiu, sense teñir

en compte la possibilitat d“obtenir valors quantita-

tius, amb la corresponent variabilitat biológica i a-

nalítica. ■

Si hom representa la distribució de freqUencies

de la població afectada per la malaltia i de la no a-

fectada per la mateixa, respecte un parámetre quanti-

tatiu (Figura 4.1.), és normal que hi hagi una zona

d"intersecció. Els valors englobáis en aquesta zona

d"intersecció son ambigus peí que fa al seu valor se-

miologic. Pot establir-se una frontera arbitraria en-

tre positius i negatius, en funció de les necessitats.

Si convé evitar falsos negatius s'augmentara la sens_i
bilitat a expenses de 1'especificitat mentre que si

es volen evitar falsos positius caldrá incrementar 1"e_s
pecificitat a costa de perdre sensibilitat.

El metode seguit per a coneixer Ineficacia dia£
nóstica de les proves bioquímiques quantitatives per

a diferenciar subjectes pertanyents a dues poblacions

diferents des del punt de vista nosologic, va consis-

tir en considerar negatius i positius certs només a -
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Figura 4.1. Distribució de freqUéncies de les pobla-

cions normal i patológica respecte els va-

lors d'un parámetro bioquímic expressats en

qualsevol unitat (un.). El 95 % de la pobla.

ció normal ti uns valors compresos entre A

i C, mentre el 95 % de la patológica els té

compresos entre B i D.
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quells valors col.locats fora de la zona d
'

intersec-

ció. S'aplicá la fórmula per al cálcul de la ED amb

els segUents criteris:

A) Parámetres en qué els valors augmenten en situaci-

ons patologiques.

Negatius certs: valors corresponents a individus del

grup que no pateix la malaltia, inferiors al percen-

til 2,5 deis del grup que la pateix.

Positius certs: valors corresponents a individus del

grup que pateix la malaltia, superiors al percentil

97,5 deis del grup que no la pateix.

B) Parametres en que els valors disminueixen en sitúa

cions patologiques.

Negatius certs: valors corresponents a individus del

grup que no pateix la malaltia, superiors al percen-

til 97,5 deis del grup que la pateix.

Positius certs: valors corresponents a individus del

grup que pateix la malaltia, inferiors al percentil
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2,5 deis del grup que la pateix.

En tots els grups s'eliminaren préviament els

valors aberrants de la següent manera (Dixon, 1.953):

Si hom representa per a 1 a n els va-

lors d'un parametre, ordenats de menor a major per a

un grup determinat, s'exclogueren els valors extrems

quan les diferencies a n
- a n_i o a 2 -a 1 resultaven su_

periors a a n -a,/3.

La prova amb un valor de ED mes alt es mes efi

cag per diferenciar els individus de les dues poblad

ons
(
considerant-se de mes eficacia diagnostica diferen

cial.

4.2.7. Metodes estadístics (Schwartz, 1.975) .

Per a comparar dos grups amb dades independents,

compostos per un nombre igual o superior a trenta efec

tius s'utilitzá la prova t de Student. Quan els efec-

tius eren menys de trenta va aplicar-se la prova U de

Mann-Whitney que constitueix una alternativa útil a la

prova t quan es volen evitar les suposicions que aque_s
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ta exigeix

La comparado de dos grups amb dades dependents

va fer-se mitjangant la prova t de Student per a valors

aparellatsquan eren grups amb trenta o mes efectius i

la prova T de Wilcoxon quan els efectius eren inferiors

a trenta.

La dependencia entre dues series de valors va

avaluar-se mitjangant el coeficient de correlació de

Pearson.

En tots els casos 1'eliminacio de valors abe-

rrants s'efectuá mitjangant el métode de Dixon (1.953).



4.3. DISSENY EXPERIMENTAL

S^efectuaren dues menes de proves, unes amb la

finalitat d'aplicar de manera óptima a aquest estudi

la técnica descrita per Kleinhammer i col.laboradors

(Kleinhammer, 1.S76) per a determinar la insulina sé-

rica, basada en el principi ELISA i les altres amb la

finalitat d'obtenir dades bioquímiques que permetessin

configurar la tesi.

4.3.1. Estudi de la determinació d^insulina per enzi -

moimmunoanalisi.

Varen estudiar-se les característiques d'alguns

passos, com ara la cinética de la reacció catalitzada

per l'enzim marcador i la saturació seoüencial, a fi

i efecte d^introduir-hi algunes modificacions tendents

a eixamplar el marge de mesura de la técnica. Aixo es

justifica peí fet que les concentracions d'insulina.

sérica postestímul poden ser molt elevades i donar una

reacció cromogénica amb absorbáncies al marge del gra

fie de calibració, la cual cosa obliga a repetir la d_e

terminació amb sérum diluxt. Per a conéixer aqüestes

característiques, així com el model matemátic al aue

1 51



152

es pogués adaptar la gráfica de calibració, i d'altra

banda la imprecisió i la inexactitud del métode, varen

dissenyar-se els expériments aquí descrits.

4.3.1.1. Comparació de substrats cromogenics.

En 1'enzimoimmunoanálisi la quantificació de la

substancia analitzada s'efectua mesurant l'activitat

de l'enzim conjugat amb un antigen o un anticós. Per

a conéixer aquesta activitat cal seguir la cinética

d'uns substrats cromogenics, que poden ser diferents

per un mateix enzim.

En aquest cas varen estudiar-se les cinétiques

de dos sistemes de substrat i cromogen, utilitzant-se

els segUents reactius:

A. Tubs de poliestire amb antiinsulina. Veure

la descripció en 4.2.5.

B. Conjugat insulina-peroxidasa de rave. Veure

la descripció en 4.2.5.

C. Solució cromogenica amb ortofenilendiamina.



Veure la descripcio en 4.2.5.

D. Solució cromogenica amb la següent composi-

ció:

di-amoni 2,2 "-azino-bis ( 3-etilbenzotiazolina-6

sulfonat) ( ABTS) 14 mmol/L

perborat sodic 1,47 mmol/L

tampó fosfat/citrat pH 5,0 .... 100 mmol/L

Aquest reactiu forma part del "kit" Enzimun-

R
Test Insulina (Boehringer Mannheim referencia 1S9 648)

Per les dosificacións s'utilitzá material vol_u
metric de vidre (Proton,Barcelona).

L'experiment va consistir en incubar 1 mi de

conjugat (reactiu B) en 6 tubs amb antiinsulina (reac

tiu A) durant dues hores a 8 ec. Un cop acabada la i_n
cuba-ció va aspirar-se el contingut deis tubs mitjangant

una bomba de buit. Desprós es va efectuar un rentat

amb aigua corrent de l'aixeta, dosificant-ne aproximada

rnent 1,5 mi a cada tub, essent posteriorment aspirada

peí procediment anterior. Llavors es va dosificar 1 mi

de solució cromogenica amb ortofenilendiamina ( re-
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actiu C) a tres deis tubs i 1 mi de solució cromoge

nica amb ABT3 (reactiu D) ais altres tres. Ais 15, 30

45 i 60 minuts de l'addició de la solució cromogénica
es llegiren les absorbáncies, tenint cura de que un

cop feta la mesura, la solució tornes inmediatament

al tub de procedencia. Per la mesura fotométrica s'u-

tilitzá un fotómetre Vitatron RRP amb microcubeta de

quars d'1 cm de pas óptic. Se seleccionaren les long_i
tuds d'ona 492 i 405 nm, segons que el cromogen mesu-

rat fos ortofenilendiamina o ABTS, respectivament. La

temperatura es mantingué constant a 25 2c.

4.3.1.2. Sensibilitat analítica i linialitat.

Per a veure quina era la mínima quantitat d'in

sulina susceptible d'ésser detectada peí métode propo

sat, va calcular-se la sensibilitat analítica de la

técnica seguint el criteri de Maggio, segons el qual

la sensibilitat és la dosi mes petita que pot mesurar-

se amb un nivell de confianga especificat. Si hom ac-

cepta que el soroll de fons del sistema, és a dir, la

variabilitat total en la mesura de 1"activitat enzima

tica, s'adapta a una distribució gaussiana, llavors la

mínima concentració detectable podrá expressar-se en
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funció de la desviació estándard. En aquest cas pot dje
finir-se la mínima concentració detectable com aquella

concentració de substancia»obtingudav per interpola

ció en la gráfica dosi-resposta, que correspon a una

absorbáncia dues desviacions estándard damunt del ze-

ro. Aquesta concentració pot distingir-se de zero amb

una confianza superior al 95 % (Maggio, 1,980).

La linialitat va determinar-se mitjangant 1'o_b
servació visual d'una gráfica concentració d'insulina-

absorbáncia, obtingudá analitzant una col. lecció d'e_s
tándards.

Els reactius i Instruments foren els descrits

en 4.2.5.

La col.lecció d'estándards es va preparar per

succesives dilucions de 1"estándard (reactiu E) en so

lució tamponada (reactiu F). Cadascuna de les soluci-

ons resultants va diluir-se amb solució tamponada (re

actiu D) en la proporció 1:5. Les concentracións fináis

varen ser 1,2; 2,9; 14,0; 29,0;57,0; 115,0 i 172,0 pmol/L.



En tubs recuberts amb antiinsulina (reactiu A)

s"incubaren 1,2 mi deis estándards, per duplicat. Al

mateix temps, 1,2 mi de solució tampó (reactiu D) s'in

cubaren en 30 tubs. Dsprés de deixar-los 16 hores a

8 2 c se seguiren els passos 2, 3 i 4 de la técnica de_s

crita en 4 . 2 .5.

Les mitjanes de les absorbáncies resultants deis

dos tubs de cada estándard serviren per a tragar una

gráfica dosi-resposta, en aquest cas concentració d'ijn
sulina-absorbáncia. La interpolació en la gráfica an-

terior del valor x 4 2s (mitjana mes dues desviacions

estándard) de les absorbáncies resultants deis 30 tubs

incubáis amb tampó, per la qual cosa podien considerar

se blancs de reactius, va donar la sensibilitat anai_í
tica de la técnica.

4.3.1.3. Sobrecárrega amb possibles interferents.

Diverses substancies varen addicionar-se ais

calibradors per a veure si modificaven la gráfica de

calibració. Cadascuna d'aquestes substancies s'addi-

cioná al tampó deis estándards (reactiu F, 4.2.5.).

donant lloc a sis col.leccions d"estándards, una per
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a cadascuna de les cinc substancies addicionades i una

altra que serví de testimoni. Les substancies addicio

nades i llurs respectives concentracions foren:

- Hemoglobina (Fe), procedent d'un lisat d'hema

ties humanes, valorada peí metode de la cianmetahemo-

globina ( Nelscn, 1.979)....... 0,25 m.mol/L

- Bilirrubina liofilitzada ,(Laboratoris KnicK-

erbocker, Barcelona, referencia B-230). 150 umol/L

- Ácid úric (Merck, referencia 814).. 0,80 mmol/L

- D (4-) Glucosa anhidra (Merck referencia 8337)

20,0 mmol/L

- Ácid L (4) ascorbic (Merck referencia 127)

5,68 mmol/L

Amb totes les col.leccions d"estándards es va

seguir, pas per pas, la técnica descrita a 4.2.5.

4.3.1.4. Comparado amb la radioimmunoanalisi.
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Trenta mostres, corresponents a serum de sis

persones a les qui s"havia practicat la prova de sobre

carrega oral de glucosa amb cinc extraccions de sang,

la-primera en condicione basals i les altres ais 30,

60, 90 i 120 minuts de la ingestió de glucosa, varen va

lorar-se en paral.leí peí métode enzimoimmunologic pro

posat (4.2.5) i per radioimmunoanálisi ( 4.2.4). Com

que les mostres s'obtingueren en el curs de la prova

d'estimulació,' hom pogué comptar amb un ampli espectre

de concentracions d'insulina sérica.

4.3.2. Proves bioquímiques practicades .

A totes les persones que constituiren el mate-

rial huma de la tesi s'els va practicar una serie de

determinacions a partir de les mostres de sang obtin-

gudes en el curs de la prova de sobrecárrega oral de

glucosa (Cuadre 4.III).

Tots els subjectes, abans que s'els practiques

la prova de sobrecárrega oral de glucosa, havien se-

guit durant tres dies un régim alimentari amb un con-

tingut d 'almenas 150 g de carbohidrats. Durant una se_t

mana, com a mínim, havien mantingut una activitat fí-
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sica normal i s'havien abstingut de prendre medicaments.

Se'ls va practicar la prova a les 8 del matí, aproxima

dament, i estaven en dejú des de les 10 del vespre. La

prova de sobrecárrega va realitzar-se de la següent

manera:

- Estant el subjecte dejú, extraccio de 20mL

de sang venosa de l'avant brag. La posició era d'estar

assegut. Per a provocar l'estasi venosa s'utilitzá un

llag de goma elástica apropiat.

- Administració per via oral de 75 g de D-glu-

cosa (Merck, referencia 814) en aproximadament 250mL

d"aigua corrent de l'aixeta. La ingestió s'havia d' e-

fectuar en cinc minuts corrí a máxim.

- Ais 30 minuts de la ingestió de la glucosa,

nova extraccio de sang venosa seguint el mateix proce

diment d'abans, retirant-ne 10 mi.

- Repetido del pas anterior ais 60, 90 i 120

minuts de la ingestió de glucosa.

Les mostres de sang, després de ser deixades en



repos durant una hora a 25 aproximadament, se cen-

trifugaren a 3000 x g durant 20 minuts. Aquest proces

es realitzá en tubs de vidre cilíndrics de 10 cm d'a_l
gada per 10 mm de diámetre interior. El serum resul-

tant es decanta en tubs de póliestire. Una alíquota

s'utilitzá abans de tres hores per a la determinado

de glucosa. Una segona, destinada a la determinado

de triglicérid es guarda a 8 se durant 24 hores. Una

tercera es congela a -20 S C durant un periode no su-

perior a un mes, destinant-se a la determinado d'in-

sulina.

Una alíquota de 2,5 mL de sang provinent de la

primera extraccio va dipositar-se en tubs que contení,

en 13,5 mmol d'EDTA di-K (BDH Chemicals Ltd, Tetradome

Poole, Anglaterra, referencia 28024), guardant-se a 8

sC per un periode no superior a les 24 hores, fins que

se li practica la determinado de 1'hemoglobina gluc£

silada.

Les determinacions efectuades en serum foren

les segUents:

— glucosa (basal, 30, 60, 90 i 120 minuts).

1 61
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-- insulina (120 minuts).

- triglicérid (basal i 120 minuts).

En els subjectes obesos també es determina la

insulina sérica basal, ja que 1 'hiperinsulinisme ha-

bitual en aqüestes persones feia que la informació do

nada per la insulina sérica ais 120 minuts,per sí sola

fos inconsistent.
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5. RESULTAIS



5.1. BIOQUÍMICA ANALÍTICA

En aquest apartat s'exposen els resultats de

les proves efectuades per a avaluar les característi-

ques técniaues del metode analític descrit per a la

determinació de la insulina sérica per enzimoimmunoa-

nálisi, així com els del control de qualitat de les

determinacions deis diversos paramet res que han entrat

en estudi.

5.1.1. Estudi i avaluació de l'enzimoimmunoanalisi d'in-

sulina.

Les cinétiques de les reaccions descrites en

4.3.1.1., catalitzades per la peroxidasa de rave con-

jugada a insulina, venen expresadas en la figura 5.1.

en la que es representa 1'absorbáncia en funció del

temps. En el cas en qué s'empraren peróxid d'hidrogen

i ortofenilendiamina com a substrat i cromogen, la

cinética va ser linial durant 30 minuts, mentre que

amb perborat i ABTS va ser linial durant 45 minuts.

L'increment d 'absorbancies en funció del temps va resu_l

tar mes gran quan la reacció catalitzada era la del

peroxid d'hidrogen i ortofenilendiamina, ja que ais

1 64
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Figura 5.1. Cinética de la reacció catalitzada per la

peroxidasa conjugada .a insulina emprant dos

substrats cromogénics diferents ( ABTS =

Perborat i ABTS
R
; OFDA = Peroxid d'hidro-

gen i ortofenilendiamina), seguida a 405 nm

per l'ABTS i a 492 per l'OFDA.
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Figura 5.2. Representado gráfica en escala decimal de

les absorbáncies fináis en front de les con

centracions d'insulina deis estandards.



492 nm
A
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Figura 5.3. Representado gráfica de les absorbáncies

fináis (escala decimal) en front de les

concentracions d'insulina deis estándards

(escala logarítmica). La fletxa indica el

punt en que es perd la linialitat.



492 n m
A
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30 minuts s'atenyia un increment d 'absorbáncia de 0,850

mentre ciue amb perborat i ABTS l'increment només era

de 0,470 en el mateix periode. En canvi, ais 60 minuts

de l'inici de la reacció la intensitat del color desejn
rotllat per ambdós cromogens era molt semblant.

Seguint la metódica descrita en 4.3.1.2 s'obtin

gué la gráfica dosi-resposta representada en la figura

5.2 en escala decimal. La mateixa representado va fer

se en paper semilogarítmic (figura 5.3) donant com a

resultat una línia recta, segons observació visual.

Mitjangant un ajust per mínims quadrats (Schwartz,

1.975) a una equacio de tipus logarítmic s'avaluá la

dependencia entre ambdues magnituds, trobant-se un coe

ficient de correlació de 0,982, altament significatiu.

Els 30 tubs amb blanc de reactius donaren una

absorbencia mitjana de 0,950, amb una desviado están

dard de 0,035. La técnica, dones, resulta ser sensi-

ble a la mínima quantitat d'insulina aue dones lloc a

absorbáncies inferiors a 0,880. Aquest valor s'obtiri

gué restant de la mitjana la desviado estándar muí-

tiplicada per dos. Interpolant en la gráfica absorbájn
cia-concentració d'insulina (figura 5.2), li va corres



Dondne una concentració de 3 pmol/L. Com que a cada

tub se li havien dispensat 1,2 ml_ de l'estándard, la

sensibilitat pogué fixar-se en 3,6 fmol d'insulina

per tub.

En base a aquesta sensibilitat s"establí la d_i
lució a la que s'havien de sotmetre els serums, mit-

jangant el segUent cálcul:

3,6 fmol/1,2 ml_ 1 1
.

35 pmol/L 11,7 12

El valor de 35 pmol/L va considerar-se que era

una sensibilitat suficient en funció deis objectius de

la tesi, un cop examinats els valors de les concentra

cions d'insulina sérica en un treball previ (Miró,

1.980). Així dones, una part de serum s'havia de dis-

soldre en 11 parts de tampó;

La linialitat de la técnica, establerta per ob

servació visual de la gráfica absorbáncia-logaritme de

la concentració (Figura 5.3), es fixá en 120 pmol/L.

Tenint en compte que es decidí diluir els serums en la

proporció 1:12, la máxima concentració d'insulina qua_n

1 69
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tificable resulta ser de 1 440 pmol/L

La sobrecárrega d'estándards amb diverses subs

táncies per a avaluar l'efecte interferent de les ma-

teixes sobre la determinació enzimoimmunologica d'in-

sulina (4.3.1.3) dona lloc a corbes sobreposades amb

les deis estándards sense sobrecarregar en els casos

en qué s'havia addicionat urat,ácid ascórbic, gluco-

sa i bilirrubina (Figures 5.4 i 5.5 ). En canvi, l'ac[
dició d*hemoglobina dona lloc a unes absorbáncies mes

altes, és a dir, a una disminució de la concentració

d'insulina. La corba de les absorbáncies deis están-

dards sobrecarregats amb hemoglobina resultá prácti-

cament paral.lela a la deis estándards sense sobreca-

rregar. Aixo indica que la disminució d'insulina mesjj

rada fou directament proporcional a la concentració

inicial d'insulina. Per tant, con mes alta era la con

centració d'insulina mes important va ser el descens

provocat per l'addició d
'

hemoglobina.

La comparació del métode enzimoimmunologic uti

litzat en aquest treball amb el radioimmunologic (4.2.

5), efectuada determinant 30 mostres per ambdós meto-

des, va realitzar-se mitjangant el tragat d'una recta

de regressió (Figura 5.6), que va ajustar-se a l'eaua
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Figura 5.4. Representació gráfica en escala decimal

de les absorbáncies fináis en front de les

concentracions d'insulina d'una col.lee-

ció d'estándars sobrecarregats amb glu-

cosa (GLU) , bilirribina (BIL) o sense cap

sobrecárrega (CS).



300 600 900 1200 pmol/L
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Figura 5.5 Representado gráfica en escala decimal de

les absorbáncies fináis en front de les con-

centracions d'insulina d'una col.lecció d's-

tándards sobrecarregats amb hemoglobina

(HEM), urat URAT), ácid ascorbic (ASC) o sen

se cap sobrecárrega (CS).



A 492 nm
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Figura 5.6. Comparado entre els resultats de concen

tració d'insulina sérica obtinguts determi

nant trenta serums per enzimoimmunoanálisi

ELISA, en ordenades, i radioimmunoanálisi

RIA, en abcisses.



pmol/L

RIA
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ció y= (18,0 4 10,3) 4 (1.10 4 0,12) x amb un coeficjl
ent de correlació de 0,552. Aixx dones, el metode en-

zimoimmunologic tingué una desviació constant de 18,0

4 10,3 pmol/L per damunt del metode de referencia, la

radioimmunoanálisi. El pendent, 1,10 4 0,12 no resulta

diferent de l'unitat, no apreciant-se, per tant, cap

desviació proporcional.

5.1.2. Control de qualitat.

La imprecisió del metode enzimoimmunologic per

a la determinació de la insulina (4.2.5), evaluada

mitjangant la determinació en cada serie d'una alíquo-

ta del "pool" de serums, va resultar amb un coefic^i
ent de variació del 12,3 %, a partir de 16 valors amb

una mitjana de 540 pmol/L.

La imprecisió i inexactitud de les determina-

cions de glucosa (4.2.1), avaluades mitjangant la de-

terminació de Controls valorats a dos nivells, foren

les segUents:

MONITROL I
R

n

36

X

5,8 mrnol/L

CV

3,6%
ID

0,67

MGNITRGL M H
X)

36 12,6 mmol/L 2,3% O (o co
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n nombre de determinacions

x = mitjana

CV= coeficient de variació

ID* índex de desviado, calculat dividint la

mitjana obtinguda peí valor mitjá atribuit

peí fabricant.

Les mateixes consideracions s
-

aplicaren a la de

terminado de triglicérid (4.2.2), amb els següents re;

sultats:

n X cv ID

MGNITROL I
R

32 1,32 mmol/L 5,6% 1,06

MONITROL II R 32 2,20 mmol/L 3,8% 1,02

La imprecisió de les determinacions de hemogl£
bina glucosilada (4.2.3), avaluada mitjangant la de-

terminado del parámetre en una mateixa sang, dos di-

es consecutius, dona els segUents valors:

n 52

X% D 0,10

S% D 0,53

en qué n ásel nombre de parells de determinacions,X%D
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la mitjana de les diferencies i S% D la desviado es-

tándard de les diferencies.

La mitjana de %D no fou estadisticament dife-

rent de 0,0 i la distribució de valors de %D obeí a

la llei normal (prova de Kolmogorov).
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5.2. EXPERIMEMTACIÓ BIOLÓGICA

Sota el concepta d'experimentado biológica s'iri

clouen els resultáis de les determinacions efectuades

en sang procedent deis subjectes estudiats,

5.2.1. Tolerancia a la glucosa.

Els valors mitjans de les concentracions de glu

cosa sérica deis diferents grups, en el curs de la pro

va de sobrecárrega oral de glucosa, venen representats

en les figures 5.7 (subjectes no obesos) i 5.8 (subjec

tes obesos), posant-se de manifest la diferent severi

tat en el trastorn del metabolisme deis carbohidrats.

La comparado de les árees de les representacions gra

fiques de la concentrado de glucosa en fundó del

temps, calculades per planimetría i- expressades en uni

tats arbitrarles, (Quadre 5.1) confirma aquesta dife-

renda. En efecte les mitjanes deis grups DMNID son

significativament superiors a les deis grups TGA (p<

C,05) i aqüestes a les deis subjectes normáis (p< 0,01)

tant obesos com no obesos. Si hom considera els va-

lors individuáis pot comprovar-se, pero, que hi ha u__

na intersecció considerable entre els grups TGA i DMNID
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Figura 5.7 Valors mitjans de les concentracions de

glucosa sérica en el curs de la prova de

sobrecárrega oral de glucosa en els grups

formats per subjectes no obesos.



GLUCOSA
SERICA

mmol/L

30 60 90 120 min
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Figura 5.8. Valo'rs mitjans de les concentracions de

glucosa sérica en el curs de la prova de

sobrecárrega oral de glucosa en els grups

formatsper subjectes obesos.



GLUCOSA
SERICA

mmol/L

min
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N TGA DMNID

Subjectes no obesos

x

ACG

s

DES

IEDD

31,2 50,0 67,5

5,9 6,4 10,0

p < 0,01 p < 0,05

0,86 0,17

Subjectes obesos

ACG

x 34,4

s 4,1

47,9 59,2

6,7 14,5

DES p < O, 01 p < O, 05

IEDD 0,78 0,33

QUADRE 5.1. Valors de les árees de les corbes de gl_u
cémia ais diferents grups estudiats. ACG=

Area corba glucemia en unitats arbitrarles

x= mitjana(un. arb); s= desviació están -

dard(un. arb); DES= diferencies estadísti
ques significatives, grau de significado;
IEDD= índex d'eficácia diagnostica diferejn
cial.
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tant pels obesos (Figura 5.Q) com pels no obesos (Fi-

gura 5.10), amb uns índexs d'eficácia diagnostica di-

ferencial de 0,17 i 0,33, respectivament. La interse£
ció entre els grups TGA i Normáis va ser menys impor-

tant, amb uns índexs d'eficácia diagnostica diferenci_
al de 0,36 pels no obesos i 0,78 pels obesos.

Les concentracions de glucosa sérica ais 120 m_i
nuts palesen un comportament semblant, presentant-se

unes mitjanes significativament superiors en els grups

DMNID respecte els TGA ( p < 0,05) i en aquests res-

pecte els normáis (p < 0,01) (Quadre 5.II), tant en els

obesos com en els no obesos. També en aquest cas exis

teix intersecció (Figura 5.11 , no obesos; Figura 5.12,

obesos), no solament entre DMNID i TGA, amb uns índexs

d'eficácia diagnostica diferencial de 0,28 pels obesos

i 0,33 pels no obesos, sino també entre TGA i Normal

amb uns índexs d'eficácia diagnostica diferencial de

0,83 pels no obesos i 0,71 pels obesos.

5.2.2. Resoosta insulínica a la sobrecárrega oral de

glucosa.

En els subjectes no obesos la resposta insulí-



182

Figura 5.9. Valors de les anees de la gráfica gluco

sá sérica vs temps (corba de glucemia) en

el curs de la prova de sobrecárrega oral

de glucosa per ais subjectes no obesos deis

diferents grups expressades en unitats ar-

bitráries ( un. arb.).
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Figura 5. 10. Valors de les árees de la gráfica gluco

sa sérica vs temps (corba de glucemia) en

el curs de la prova de sobrecarrega oral

de glucosa per ais subjectes obesos deis

diferents grups estudiáis, expressades

en/unitats arbitraries ( un. arb.).
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N TGA DMNID

Subjectes no obesos

Glucosa sérica
(mmol/L)

DES

IEDD

Subjectes obesos

Glucosa sérica
min (mmol/L)

DES

IEDD

x 5,2

s 1,1

p <0,01

0,83

x 6,2

s 0,8

p .< 0,05

0,71

9.6 14,2

2,3 3,9

P < 0,01

0,28

9,8 13,0

1.7 4,4

p < 0,05

0,33

QUADRE 5.II. Valors de les concentracions de glucosa
sérica ais 120 minuts. x= mitjana; s=

desviació estandard; DES= diferencies e^
tadístiques significatives, grau de si£
nificació; IEDD= índex d'eficacia diag-
nóstica diferencial.
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Figura 5. 11. Valors de la concentració de glucosa

sérica ais 120 minuts de la ingestió de

glucosa en els subjectes no obesos deis

diferents grups.
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Figura 5. 12. Valors de la concentració de glucosa s_e
rica ais 120 minuts de la ingestió de

glucosa en els subjectes obesos deis

diferents grups.
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nica ais 120 minuts fou molt mes elevada en els classi

ficats com a TGA, que en els DMNID i normáis (Quadre

5-. III). Les diferencies entre els grups TGA i els al-

tres dos foren estadísticament significatives i la i_n
tersecció relativament poc important. Així, l"índex

d'eficacia diagnostica diferencial entre els grups TGA

i Normáis fou de 0,95 i entre els grups TGA i DNID fou

de 0,90 (Figura 5.13).

En els subjectes obesos la insulina(ñ) ais 120

minuts tingué una variabilitat molt gran i no es po-

gueren apreciar diferencies significatives entre cap

grup (Quadre 5.III). En canvi, el quocient entre la

insulina(S) ais 120 minuts i la insulina(S) basal fou

significativament mes alt en el grup TGA (Quadre 5.

IVb). L^índex d'eficacia diagnostica diferencial entre

els grups TGA i Normal fou de 0,80 i entre TGA i DMNID

0,86 ( Figura 5.14).

5.2.3. Avaluació conjunta de les concentracions séri -

núes de glucosa i insulina.

En els subjectes no obesos la representado en

un eix de coordenades deis punts originats pels valors
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N TGA DMNID

Subjectes no obesos

Insulina sérica
120 min (pmol/L)

DES

IEDD

x 221

s 75

p <0,01

0,95

718 219

270 92

p <0,01

0,90

Subjectes obesos

x

Insulina sérica
120 min (pmol/L)

s

DENS

689 738 85.0

271 188 320

<x= 0,05 o( = 0,05

QUADRE 5, IlI.Valors de les concentracions d'insulina
sérica ais 120 minuts.X= mitjana; s= dej3
viació estándard; DES= diferéncies esta

dísticament significatives, grau de sig-
nificació; DENS= diferéncies estadística
ment no significatives, nivell de signi-
ficació; IEDD= índex d'eficacia diagnós-
tica diferencial.
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Figura 5 . 13. Valors de la concentració d'insulina

sérica ais 120 minuts de la ingestió de

glucosa en els subjectes no obesos deis

diferents grups.
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a) Subjectes no obesos

N TGA . DMNID

X

^120^ I 120
15 74

s 6 30

DES p < 0,01

IEDD 1,00

b) Subjectes obesos

X 3,3 6,5 2,8
>

1
120

7

s 2,0 2,0 0,5

DES p < 0,01 p < 0,01

IEDD 0,80 0,96

QUADRE 5. IV. Quocients amb interés diagnostic. G-|20=
concentració de glucosa sérica ais 120

minuts, en umol/L; 1120= concentració d'i_n
sulina sérica ais 120 minuts, en omol/L;
Ib= concentració d'insulina sérica basal,
en pmol/L; x= mitjana; s= desviació es-

tándar; DES= diferéncies estadistiques
significatives, grau de significació; IEDD

índex d'eficacia diagnostica diferencial.



Figura 5. 14 Valors deis quocients entre la insulina

sérica ais 120 minuts de la ingestió de

glucosa i la insulina sérica basal, ex

pressada en números adimensionals (N A),
en els subjectes obesos deis diferents

grups



N A

insulina
(S)
120
min
/

insulina
(S)basal



da les concentracions de glucosa i insulina seriques

ais 120 minuts es distribuí en dues zones clarament d_i

ferenciades, la deis individus normáis i la deis que

patien intolerancia a la glucosa, és a dir, pertanyi

en ais grups TGA i DNID (Figura 5.15). El que els va

diferenciar fou la distancia a l'origen de coordenades

que en els subjectes normáis resulta ser mes baixa. Com

que la distancia des de qualsevol punt a l'origen de

coordenades és igual a l'arrel quadrada de la suma de

les distancies des de l'origen de coordenades a llur

projecció sobre els eixos elevades al quadrat, pogué

comprovar-se que sumant els valors de la glucosa i la

insulina sériques ais 120 minuts, elevats ambdós al cua

drat, s'obté un parámetre que en ei grup format per sub

jectes normáis va teñir valors mes baixos que en els

altres dos (Quadre 5. Va). La intersecció fou molt re

duida, amb un índex d'eficacia diagnostica diferencial

de 1,00 entre normáis i TGA i 0,26 entre normáis i D'vINID.

Per a poder aplicar els mateixos criteris a in-

dividus obesos s'hagué de substituir en la suma anteri

or el valor de la insulina (S) ais 120 minuts peí qu£

cient entre la insulina (S) ais 120 minuts i la insú-

lina (S) basal (Figura 5.16).La suma de la glucosa (S)

1S2
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TGA N DMNID -

a) Subjectes no obesos

2 2 -4
X

G
120

4 1
120*

1 °

159 33 130

s 76 14 52

DES p < 0,01 p <0,01

IEDD 1 ,00 0,97

b) subjectes obesos

X 126 45 159

120
4 (I

120
/I

b
)

s 44 9 90

DES p < 0,01 p < 0,01

IEED 0,92 0,95

QUADRE 5.V. Diferents combinacions de parametres amb

interés diagnostic. G = concentració de

glucosa sérica ais 120 minuts, en mmol/L;
I

„

= concentració d'insulina sérica ais
120

120 minuts, en pmol/L; 1^= concentració
d'insulina sérica, en pmol/L; - mitjana;
s= desviació estandard; DES= diferéncies
estadístiques significatives,grau de sig-
nificació; IEDD= índex d'eficácia diagnos
tica diferencial.
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Figura 5. 15. Representació en un eix de coordenades

deis punts origináis pels valors de les

concentracions sériques de glucosa (or-

denades) i insulina (abscisses) ais 120

minuts de la ingestió de glucosa r en els

subjectes no obesos deis diferents grupa

( o = normáis, • = TGA, □= DMNID).



mmol/L

500 1000 pmol/L
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Figura 5. "16 Representado en un eix de coordenades

deis punts origináis pels valors de la

concentrado de glucosa sérica ais 120

minuts de la ingestió de glucosa (orde-

nades) i el quocient entre les concentra

cions d'insulina sérica ais 120 minuts i

en condicions basals, en els subjectes

obesos deis diferents grups ( o = normáis,

• = TGA, □ = DMNID). (NA = número adimen-

sional).



mmol/L



1 S 6

120 minuts, elevada al quadrat, i el quocient insuli-

na (S) 120 min/insulina (S) basal, elevat també al qua

drat, foren significativament mes baixes en els sub-

jectes normáis que en els deis grups TGA i DMNID (Qua

dre 5 Vb). La interseccio fou relativament baixa, arrib

uns índexs d"eficácia diagnostica diferencial de 0,02

entre els grups Normal i TGA i de 0,95 entre els grups

Normal i DMNID.

En els subjectes no obesos el quocient entre

glucosa (S) i insulina (S) ais 120 minuts fou signifi_
cativament superior en el grup DMNID respecte a TGA

(Quadre 5.IVa). La interseccio fou prácticament nul.la

(figura 5.17), amb uns índexs d'eficácia diagnostica

diferencial de 1,00. En les persones obeses acuest

quocient no va aportar cap informació útil.

Per a articular aquests resultats varen disse-

nyar-se segles algorismes, un per a subjectes obesos

i l'altre per a no obesos, que va permetre de veure a

auin deis tres grups pertanyia cada subjecte,en flinció

deis valors de les concentracións de glucosa i insuli.
na sériaues ais 120 minuts, afegint-hi el de la insu-

lina basal en el cas de persones obeses.
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Figura 5 . 17.. Quocients entre la concentrado de glu-

cosa sérica, en umo/L, i insulina sérica,
en pmol/L, deis subjectes no obesos deis

grups TGA i DMNID.
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En el cas deis subjectes no obesos (Figura 5.

18), si la suma de la glucosa (S) ais 120 minuts, ex-

Dressada en mmol/L i la insulina (S) ais 120 minuts,

expressada en pmol/L, dividida per 100 i elevades al

auadrat, fos inferior a 60 es tractaria d'un individu

normal. Si fos superior a 60 podria pertanyer tant

al gruo TGA com al grup DMNID. Si el quocient entre

la glucosa (S) ais 120 minuts, expressada en umol/L

i la insulina (S) ais 120 minuts, expressada en pmol/L,

fos inferior a 28 es tractaria d'un subjecte pertany-

ent al grup TGA, rnentre que si fos superior a aquest

valor formaria part del grup DMNID,

Per ais subjectes obesos (Figura 5.19) si la sjj

ma de glucosa (S) ais 120 minuts, expressada en mmol/L

i el quocient entre insulina (S) ais 120 minuts i la

insulina (S) basal, ambdues quantitats elevades al qua

drat, fos inferior a 70 es tractaria d'un individu ñor

mal. Si fos superior a aquest valor podria pertanyer tant

al grup TGA com DMNID. Llavors, si el quocient insulina

(S)120 minuts/insulina (S) basal fos superior a 3,6

es tractaria d'un individu pertanyent al grup TGA, men

tre que si fos inferior a aquest valor formaria part

del grup DMNID.

1 98
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5.2.4. Concentrado de triglicerid seri c .

Els valors mitjans de la concentrado de tri-

glicérid serie en condicions basals i 120 minuts des-

pres de la ingestió de glucosa venen representáis en

la figura 5.20. Tant en els subjectes obesos com en

els no obesos del grup DHNID s'obtingueren uns valors

generalment mes elevats que els del grup TGA, els qu-

ais per la seva banda superaven els del grup format

per persones normáis. No obtant aixo, les diferencies

no foren estadísticament significatives, observant-se

una considerable dispersio de valors individuáis en

tots els grups.

En el grup format per subjectes normáis no ob_e

sos la comparado de la concentrado de triglicerid

basal amb la deis 120 minuts, efectuada mitjanpant la

prova de la t de Student per a parells de valors, va

donar com a resultat aue ais 120 minuts es produia una

disminució significativa. En els altres grups no es p£

gué detectar cap diferencia estadísticament significa

t iva.

5.2.5. °ercentatge d*hemoglobina plucosilada.
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Figura 5 . 20. Valors mitjans de la concentració de tri

glicérid serie (diagrama de barres),més
dues desviacions estándard (línia per-

pendicular) en els subjectes no obesos

(NO) i obesos (0) deis diferents grups,

en condicions basals (B) i 120 minuts des»

prés de la ingestió de glucosa (PP).
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Els valors del percentatge de la fracció gluc£
silada de 1'hemoglobina (Hb A^) foren significativament

mes alts en els grups DMNID, obesos i no obesos, que

en els altres dos grups (Figura 5.21), entre els quals

no es trobaren diferencies estadísticament significat_i
ves.

La correlació entre el percentatge de Hb i

1¿ concentració d'insulina sérica ais 120 minuts fou

bona en el grup DMNID, no obesos (Figura 5.22). L'equa

ció de la recta de regressió obtinguda fou y= - 0,02

x + 15,78, amb un coeficient de correlació de 0,64,

estadísticament significatiu (p < 0,C1). El fet que el

pendent fos negatiu indica que y i x eren inversament

proporcionáis. és a dir, com mes baixa fos la insuli»

na sérica mes alta resultaria 1'hemoglobina glucosila-

da. En els altres grups la correlació no fou estadísti_
cament significativa.



204

Figura 5. 21. Valors mitjans (¿ dues desviacions es-

tándard) del pereentatge d'hemoglobina

glucosilada en els subjectes no obesos

(NO) i obesos (O) deis diferents grups.
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Figura 5. 22 Representació en un eix de coordenades

deis punts originats per la insulina se

rica ais 120 minuts (ordenades) i el per

centatge d'hemoglobina glucosilada (absci

sses) en el grup format per subjectes no

obesos amb diabetis mellitus no insulino

dependent.
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6. DISCUSSIÓ



L'estudi i avaluado de la técnica enzimoim-

munológica emprada en la determinació de la insulina

sérica tingué com a objectiu el coneixement de les ca

racterístiques de les reaccions involucrades, amb la

finalitat d'introduir-hi modificacions que millore -

ssin la practicabilitat en funció de les peculiaritats

del treball.

Malgrat que la insulina fou la primera substsm

cia determinada per radioimmunoanalisi (Yalow, 1.960),

la determinació per enzimoimmunoanálisi, tot i que ha

estat objecte de diverses comunicacions (O'Sullivan,

1.979), no ha fornit una bibliografia gaire abundosa.

D'altra banda, la informació publicada sobre la mane-

ra com actúen els diversos processos de les reaccions,

així com els criteris de selecció deis mateixos es molt

incompleta. L'any 1.976 el departament d'investigació

de Boehringer Mannheim a Tutzig va posar a punt una

técnica immunoenzimática per a la determinació de la

insulina sérica basada en el principi ELISA (Kleinh-

ammer, 1.976) que donava uns resultats molt ben corre

lacionats amb la radioimmnunoanálisi. Roe després, la

propia Boehringer Mannheim va comercialitzar un "kit"

que incorporava aquesta metódica, registrat amb el nom

2 07
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Enzymun-Test Insulin. Els reactius que composen aquest

equip foren el nucli deis utilitzats en el present tre

ball.

El fet que en la enzimoimmunoanálisi el marca-

dor de la reacció siguí l'enzim conjugat a un antigen

o a un anticos i que el senyal mesurable siguí el can_

vi d'absorfcsáncia que té lloc com a conseqUéncia d'una

reacció, va portar al planteig de quina es la cinéti-

ca d'aquesta reacció enzimática i de quina influencia

tenen les substéncies emprades com a substrats en la

qualitat de la técnica. Aquests punts no s'han tocat

en les revisions mes importants aparegudes (Wisdom,

1.976) (Oellerich, 1.979). La comparació de dues asso

ciacions diferents de substrat i cromogen a concentra

cions saturants (Figura 5.1), va permetre veure que

en ambdós casos la cinética era linial, mes perllon-

gada amb perborat i ABTS, pero amb un pendent mes pro

nunciat i una absorbancia máxima superior amb peroxid

d'hidrogen i diclorur d'ortofenilendiamina. L'avanta_t
ge d'emprar aquest substrat consisteix en el fet que

en menys temps s'obté un senyal mes gran, amb la qual

cosa a mes de reduir el temps d'incubació s'augmenta

la sensibilitat ja que poden detectai—se quantitats

2CE



mes reduides d'enzim. Per aixó s'utilitzá aquest subs

trat, encara que no aportes una millorasubstancial res

pecte l'altre.

La sensibilitat analítica del métode, calculada

en funció de la menor quantitat d'insulina capag de d£
nar una absorbáncia final no confusible amb la donada

peí blanc de reactius, va resultar de 3,6 fmol per

tub. Aquest valor cau dins del marge trobat per Klein

hammer, que era de 0,50-0,75 ull (3,5-5,2 fmol), per

tub, tot i que s'havia calculat seguint un criteri d_i
ferent (Kleinbammer, 1.960). La coneixenga d'aquest va

lor era necessária per a poder prendre una decissió so

bre la proporció en que calía diluir el serum en tampó .

Aixo havia de ser un compromís entre la sensibilitat

de la técnica i la mínima concentrado d'insulina séri

ca que calía que fos detectable, resultant que la má-

xima dilució que podía aplicarse era 1:13. Com que

els tubs amb antiinsulina estaven dissenyats per a un

volum total de 1,2 mi la dilució adoptada fou de 0,100

mi de serum en 1,1 mi de tampó, es a dir 1:12. El mar

ge de medició va abastar de 36 a 1440 pmol/L. Aquest

límit superior és francament mes alt que el de la téc

nica Enzymun-Test
R Insulin original, que és de 857

2C9
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pmol/L. Així s'evita l'haver de diluir el serum en els

casos en qué la concentració d'insulina sérica sigui

mes alta, com passa en bona part de les insulinémies

postestlmul deis subjectes estudiats.

La calibració va fer-se mitjangant una corba a

justable a una equació semilogarítmica (Figura 5.3).

Aixo Representa una millora en la practicabilitat ja

que permet efectuar les interpolacions de les absorban

cies deis problemes utilitzant una calculadora que

disposi del programa adequat.

L'estudi de les possibles interferéncies ocasi£
nades per diverses substancies sériques a concentraci

ons per damunt deis valors normáis, va mostrar que no

interferien substancies reductores com l'urat i la glu

cosa, ádhuc ais elevats nivells propis deis pacients

‘amb diabetis mellitus. Mentre la bilirrubina no ocasio

"nava interferéncia 1' hemoglobina provocava descensos

en la concentració d'insulina de mes del trenta per

cent. Aquesta interferéncia ha estat descrita en una

técnica enzimoimmunologica basada en el métode del

"sandwich" (Yoshioka, 1.979). La causa podria ser l'ac

ció de la insulinasa alliberada pels eritrocits o bl



un impediment a l'acoblament entre insulina i antico-

ssos antiinsulina.

L* avaluado de Inexactitud es va efectuar com—

parant els valors obtinguts peí métode proposat amb

els del metode de referencia, que fou la radioimmuno-

análisi. L'examen de la recta de regressió mostra que

amb el metode proposat s'obtingueren valors sistema- -

ticament mes alts que els del metode de referencia,

tot i que el terme independent de la recta era prou

petit per a ser considerat important. El pendent, en

canvi, no resulta diferent de la unitat, descartant-se

per tant, desviacions sistemátiques proporcionáis. El

coeficient de correlació (r=0,952) fou una mica infe-

rior al reportat per Kleinhammer i col.laboradors (r=

0,980). En una avaluado en que 1'Enzymun-Test R Insu-

lin fou comparat'amb el Insulin RIA-KIT^ de Bio—Méri

eux (Richard, 1.S81) els resultats foren molt menys

satisfactoris ja que el coeficient de regressió fou

mes baix (r=0,S10) ultra Inexistencia d'unes desviad

ons, constants i proporcionáis. No obstant aixo,cal

teñir en compte que els serums determináis en el tre-

ball darrerament esmentat tenien concentracions d'in-
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sulina molt baixes, ja que corresponien a sang extre-

ta en condicions basals. Podría, dones, pensar-se

que a aquests nivells la correlacio és mes feble.

En la mesura de la imprecisió interséries s'ob

tingué un coeficient de variacio del 12,3 % en alíau_o
tes d'un "pool" de serums amb una concentració d^ins^u
lina de 540 pmol/L. Aquesta imprecisió és semblant a

la reportada per altres autors amb aquest métode (Kl_e
inhammer, 1.S76) o altres semblants (Yashioka, 1.97S).

Dintre de les modificacions introduides en l'E_n
zymun Test^ Insulin cal esmentar que per a preparar

les solucions estándard va utilitzar-se insulina nono

component humana valorada en unitats de massa. Com que

la massa molecular relativa de la insulina és ben co

neguda pogueren emprar-se unitats SI, en aquest cas

pmol/L, amb tota garantía. Gairebé en la totalitat

deis equips de reactius existents per a la determina-

ció de la insulina, la calibració s'efectua amb están

dards valorats en unitats internacionals sense seguir,

per tant, les recomanacions de la Federació Internaci£

nal de Química Clínica (EPTRV, 1.978) i de l'Organit-

zió Mundial de la Salut (World Health Organisation,



1.S77) sobre unitats de mesura en biología clínica i

medicina en general.

En resum, pot dir-se que la técnica proposada

assoleix una notable practicabilitat i que tant la

sensibilitat com el marge de mesura i la precisió,

s'adapten a les necessitats de l'estudi. Peí que fa a

Inexactitud, la correlació amb la radioimmunoanalisi

es forga bona, amb el notable avantatge que suposa el

no haver de manipular materials radioactius que compor

ten una serie d'i.nconvenients considerables, com ara

aparells especiáis, personal especialitzat, permisos

oficiáis, caducitats curtes, etcétera.

L'estudi del valor semiologic de la concentra-

ció d'insulina sérica postestímul tingué com a comple

ment ineludible el de la concentració de glucosa séri -

ca en el curs de la prova de sobrecárreg'a oral de gljj
cosa. Els resultáis reproduiren la coneguda ambigüitat

d'aquesta prova, confirmant l'opinió que sosté que no

pot ser utilitzada com a única prova bioquímica en

l'exploració de la diabetis mellitus (Soeldner, 1.977).

Deixant de banda la manca de reproductibilitat en un

mateix individu i la dispersió de criteris sobre quina

21 3
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és la frontera entre valors normáis i patologics (2.

3.4), la mesura de les concentracions de glucosa sé-

rica en el curs de la prova de sobrecárrega oral de

glucosa no és suficient per a-poder diferenciar nivells

o categories d"intolerancia a la glucosa. Així, pogué

constatar-se que els valors de les arees de les cor-

bes de glucemia deis grups TGA i DMNID, obesos i no o

besos, s'imbricaven extraordináriament (Figures 5.9 i

5,10) i el mateix passava amb les concentracions de

glucosa sérica ais 120 minuts de la ingestió de gluco

sa (Figures 5.11 i 5.12), encara que les mitjanes fo-

ssin significativament superiors en els grups DMNID.

Aixo va indicar que a nivell de grup la intolerancia

a la glucosa estava relacionada amb la severitat de

l'afeccio, pero sense aue aixo fos valid cas per cas.

Si per a classificar els subjectes en comptes de se-

guir els criteris emanats de la European Association

for the Study of Diabetes en la seva reunió a Zagreb

l'any 1.979 s'haguessin seguit els del National Insti

tutes of Health deis Estats Units (2.3.4), els valors

de la concentrado de glucosa sérica ais 120 minuts

haurien estat mes resolutius ja que pot classificar-se

com a diabétic un subjecte en funció de la tolerancia

a la glucosa, sense teñir en compte la concentrado de



glucosa sérica en condicions basals. Nalgrat aixo, va.

preferir-se utilitzar un criteri que dificultes al ma

xim la classificació d'un ■ subjecte cora a diabétic ba-

sada només en valors de parametres bioquímics. Per a_i

xo, el percentatge de subjectes classificats com a

DMNID sense presentar signes clínics va ser relativa-

ment escás. També hi hagueren algunes imbricacions ejn

tre els grups Normal i TGA, la qual cosa s"explica

per la possibilitat que la concentrado de glucosa s_e

rica ais 120 minute fos inferior a 7,3 mmol/L^per
tant normáis, pero en canvi superior a 10,3 mmol/L

ais 6C*minuts o a 6,2 mmol/L ais 90 minuts, nivells.a

partir deis quals la tolerancia ja es considera pato-

lógica segons els criteris seguits. Varen seguir-se

els criteris de Fajans-Conn ja que presenten menys p£

ssibilitat-s d 'ambigUitats que els del National Diabe-

tes Data Group en els que els subjectes arnb una con-

centrado de glucosa sérica inferior a 7,8 mmol/L ais

120 minuts pero superior a 11,1 mmol/L ais 60 o 90 m_i
nuts queden sense classificar.

En treballs precedents realitzats peí nostre

grup (Secció de Bioquímica Clínica del Servei d'Anali

sis Clíniaues de l'Hospital de la Creu Roja de l'Hos-
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pitalet) s'ha comunicat que la determinado de les con

centracions seriques de glucosa i insulina ais 120 m_i
nuts assoleix en conjunt una resolutivitat mes gran

que la prcva de tolerancia a la glucosa oral en dife-

renciar per mitjans bioquímics els subjectes diabetics

deis qui només pateixen intolerancia i aquests deis

qui no pateixen cap d'aquestcs anomalies (Miró, 1.9S0,

b i 1.981). Aquesta resolutivitat va quantificar-se

mitjangant
' 1"índex d'eficácia diagnostica diferencial

(4.2.6) que va permetre comparar la capacitat de les

diferents.proves assajades per a discriminar els com-

ponents de dos grups nosologicament diferents. Ais in

dexs d'eficácia diagnostica diferencial trobats només

s"els hi va considerar la seva capacitat de comparar

entre diverses proves cuina és mes efectiva per a di-

ferenciar els components de dos grups, sense pretendre

que tinguessin una significació estadística mes gran.

En els subjectes no obesos amb tolerancia a la

glucosa alterada la concentrado d"insulina sérica ais

120 minuts fou significativament superior a la deis

oue patien diabetis no insulinodependent i, ensens, a

la deis individus normáis. Comes veurá más endevant,
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aquesta observació concorda amb les de bon nombre de

treballs previs, encara que amb enfocs diferents. Corrí

que la imbricació de valors individuáis va ser poc im

portant, l'índex d^eficacia diagnostica diferencial

entre els grups TGA i DMNID fou de 0,90, molt superior

ais de 0,28 obtinguts amb la concentració de glucosa

sérica ais 120 minuts i 0,17 amb l'área de la gráfica

concentració de glucosa sérica en front del temps (cor;
ba de glucemia). Entre els grups TGA i Normal, l'ín-

dex d^eficácia diagnostica diferencial fou de 0,95, su

perior tambe ais de 0,83 obtingut amb la concentració

de glucosa sérica ais 120 minuts i 0,86 amb l'área de

la corba de glucemia.

Tornant ais antecedents bibliográfics abans e_s

mentats, ja l^any 1.960 va ve'ure's (Yalow, 1.960) que

en casos de diabetis considerades inocues, la resposta

insulínica ais trenta minuts de la sobrecarrega oral

de glucosa era inferior ais valors normáis, mentre que

a les dues hores n'era superior. En un estudi portat

a terme amb 501 subjectes (Chiles, 1.970),en les per-

sones no obeses amb intolerancia a la glucosa varen

trobar-se altes concentracions d'insulina sérica a les

dues hores de la ingestió de glucosa, mentre que en



les que patien diabetis severa els nivells d'insuli-

na sérica ais trenta minuts eren molt mes baixos que

en el grup de referencia normal, tendint a igualar-se

cap a les dues hores. Aixo anava a favor de la teoria

que postula que la hipoglucemia postprandial que a-

costuma a presentar-se en pacients amb diabetis benig

nes era deguda a una producció d'insulina demorada pe_

ro excessiva (Seltzer, 1.956).

El valor semiologic de la resposta insulínica

a la sobrecárrega oral de glucosa s'ha interpretat de

maneres. contradictorias. Així, es molt extesa * la con

sideraciá que la diabetis manifesta només s'acostuma

a donar en pacients que préviament havien presentat

resposta insulínica disminuida (Fajans,,l.974) (Kuzu-

ya, 1.973). Segons Fajans (1.97S) la resposta insulí-

nica no dona una informacio adequada per a l'establi-

ment d'una diágnosi, pero en canvi té valor pronostic.

D'altres ho posen en dubte (Keen, 1.980). La manca de

valor diagnostic deis nivells d'insulina sérica s"a-

tribueix a una excessiva heterogeneitat. Malgrat tot,

cal teñir present que en els darrers anys la diabetis

mellitus ha estat objecte de d'ues classificacions que

establien grups o catecories. La classificació de l“Or

21 8
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ganització Mundial de la Salut de l'any 1.965 (WHO Ex.

pert Committee, 1.S65) es basava sobre tot en la his-

toria natural de la malaltia, definint una serie d'e.s
tadis en funció de la severitat de la mateixa. La cía

ssificació del National Diabetes Data Group (National

Diabetes Data Group, 1.S75) és molt mes precisa i té

en compte, també, la naturalesa de l'afecció, establint

una normativa clara que permet decidir a quin grup per.

tany cadascun deis subjectes considerats. En aquesta

tesi els subjectes estudiáis varen classificar-se se-

gons aqüestes definicions d'una manera sistemática, co

sa que, obviament, no era possible fer abans de la s_e

va aparició.

El fet que les concentracions d'insulina séri-

ca ais 120 minuts fossin significativament mes altes

en el grup TGA que en el -DMNID, amb molt poques inte£
seccions, va indicar que aquest parámetre podria con-

siderar-se un signe bioquímic diferencial entre aques

tes dues categories d 'intolerancia a la glucosa. Una

circumstáncia que podria explicar l'aparent centradle

ció entre els punts de vista de Fajans i la present

tesi és que al parlar de resposta insulínica elevada

o disminuida es tenen en compte normalment les árees
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de les grafiques, concent raeió d'insulina sérica en

front del temps (corba d'insulinémia), o bé els índexs

insulinogenics (Bagdade, 1.967). Aquí, en canvi, només

es prengueren en consideració els valors puntuáis de

les concentracions sériques de glucosa i insulina ais

120 minuts, aspecte diferencial respecte els altres

treballs.

En els subjectes obesos les concentracions d'in

sulina sérica ais 120 minuts foren molt mes elevades

que les deis normáis no obesos. Aixo ja podia esperar-

se degut a l'hiperinsulinisme propi de l'obesitat (Ka

ram, 1.S65). Dintre de cada grup la variabilitat fou

gran i per aixá no pogueren apreciar-se diferencies

estadísticament significativ.es entre grups. Basat en

el fet segons el c;ual quan les variacions individuáis

de la resposta insulínica venen expressades en funció

del percentatge de canvi respecte del nivell basal,

els afectes de l'obesitat en la resposta insulínica

queden elirninats (Bagdade, 1.971), va calcular-se l'ín

dex insulina(S) 120 min/insulina(S) basal. En el grup

TGA aquest índex fou significativarnent mes alt que en

els altres dos. Al mateix temps la intersecció resulta

poc acusada, de forma que l'índex d'eficácia diagnos-
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tica diferencial entre els grups TGA i Normal fou de

0,80 i entre els grups TGA i DMNID de 0,96. Aquest da

rrer era ostensiblement millor que el de 0,28 obtin-

gut amb les glucoses (S) 120 minuts i el de 0,33 amb

les árees de les corbes de glucemia. D'aquesta manera

un sector tan important de la poblado amb intoleran-

cia a la glucosa com és el de les persones obeses po

gué prendre's en considerado.

L/elaborado de sengles algorismes ,1'un per de

terminar de quin grup formava part un subjecte no obes,

coneixent els valors de les concentracions sériques

de glucosa i insulina ais 120 minuts de la ingestió de

glucosa (Figura5.18. ) i l'altre per un subjecte obés

amb els mateixos parámetres ultra la insulina sérica

basal (Figura 5.19 ), possibilita la utilització d'a-

quests parámetres per á establir diagnosis diferen-

ciáis entre diferents categories d"intole rancia a la

glucosa. Aquesta considerado cal matisar'-la deguda-

rnent, ja que si es segueixen les definicions del Na-

tional Diabetes Data Group es donen pocs casos d'am-

bigUitat entre -diabetis no insulinodependent i tolerári

cia a la glucosa alterada. Per tant, el valor diagnos'

tic de la conjunció de glucosa i insulina seriaues
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cal entendre que té interés en aquells casos en que

les glucoses sériques basal i postprandial no arriben

a uns nivells prou alts per qué s'hagin de considerar

forgosament de diabetis i que, d'altra banda, la clí-

nica es suggerent pero no definitiva. Llavors, prenent

en consideració el signe bioquímic de la conjunció
deis valors dé glucosa i insulina sériques pot esta-

blir-se un diagnostic. Aixo encaixa amb la conclusió

a la que es va arribar a partir d'un estudi linial

(Kosaka, 1.974) en el que de tots els pacients que al

principi tenien diabetis dubtosa només esdevingueren

auténtics diabétics els que des d'el primer moment

havien presentat respostes insulíniques baixes. També

és significatiu que en estudis realitzats amb indis

Pima, entre els quals hi ha una bimodalitat molt mar

cada entre diabetis i intolerancia a la glucosa (Dorf,

1.976) s'hagin trobat respostes insulíniques baixes

només en els individus diabétics (Savage, 1.975).

Si hom considera que la diabetis mellitus no

insulino dependent i la tolerancia a la glucosa alt_e

rada son entitats nosologiques diferents encara que

tinguin trets comuns, sobretot en les diabetis inci-

pients, pot pensar-se que amb al métode exposat la di.



ferenciació podría fer-se abans. Aixo proporcionaria

la possibilitat d'enfocar d'una manera mes eficag la

prevenció i seguiment de la malaltia. Així s'evita-

ría el catalogar com a potenciáis diabétics aquelles

persones que només presenten intolerancia a la gluco

sa, cosa que moltes vegades ocasiona traumes injust_i
ficats. La majoria de vegades una dieta adequada po-

dria ser suficient per a millorar la tolerancia a la

glucosa (Jackson, 1.974). D'altra banda,' els qui pa-

teixen diabetis no insulinodependent caldria que se-

guissin un control mes rigurós i, tal vegada, medica

ció encara que els signes clínics fossin discrets

(Fo rsham, 1.973).

Tot i que es coneix l'associació entre.la hi-

pertrigliceridemia i la diabetis mellitus (Albrink,

1.974) no es pot negar'la complexitat de la mateixa.

Així, en les persones amb anomalies en la tolerancia

a la glucosa, en els diabétics no insulidependents

i en els diabétics insulinodependents la incidencia

d'hipertrigliceridémia és mes gran, bé que per causes

diferents. En la intolerancia a la glucosa, la hipe_r
insulinemia associada sembla ser la causa d'una est_i

mulació de la secreció hepática del triglicerid unit

Z 23
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a lipoproteines de molt baixa densitat (VLDL-trigli-

cérid) (Reaven, 1.967) (Bennstein, 1.978). En els ca

sos de diabetis insulinodependent l'abséncia d'insu-

lina sembla minvar l'acció de la lipoprotelna-lipasa

en la seva missio de netejar el plasma de triglicerid

(Van Tol, 1.977). En els casos de diabetis no insul_i
nodependent 1'explicació sembla ser la mateixa, enea

ra que no estigui tan ciar (Greenfield, 1.980). També

s'ha trobat una associació entre diabetis mellitus i

el risc de malaltia isquémica coronaria (Righetti,

1.973). Al mateix temps, s'ha comprovat una major i_n
cidencia de nivells de colesterol unit a lipoprotei-

nes d'alta densitat (HDL-Colesterol) inferiors ais

normáis en pacients diabétics (Lopes-Virelia, 1.977).

Les tres observacions lliguen perfectament ja aue els

nivells alts de triglicerid serie s'associen amb .ni-

vells baixos de HDL-Colesterol (Lewis, 1.980) i aquests

amb un risc mes elevat de patir una malaltia isquemjL
ca coronaria (Mi11er, 1.975). De totes maneres, la ma

jor incidencia de nivells de triglicerid serie supe-

riors ais normáis entre els diabétics no insulinodepejn
dents i les persones amb tolerancia a la glucosa al-

terada, no implica necessariament que hi hagi d'haver

diferencies estadísticament significatives entre les
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concentracions de triglicerid serie d'aquests grups

de persones i els individus normáis. Així, en aquest

treball la concentració mitjana de triglicerid serie

basal fou mes alta en el grup DMNID que en el grup

TGA i en aquest, mes alta que en el grup Normal (Fi-

gura 5.20). Així i tot, les diferencies no foren es-

tadísticament significatives degut a que el ventall

de valors fou molt ampli.

La concentrado de triglicerid serie ais 120

minuts de la ingestió de glucosa és un parámetre com

pletament ma-rginat de la literatura revisada. La se-

va introducció en aquesta tesi va donar uns resultáis

forca interessants en el terreny biologic, si bé de

dubtosa utilitat per a la diagnosi. El fet que en el

grup de.persones normáis no obeses la concentrado

de triglicerid serie ais 120 minuts fos inferior a la

basal, mentre que en els altres dos grups constituits

oer no obesos i en tots els grups formats per obesos

aixo no pogués demostrar-se, va a favor de les possi_
bles causes d 'hipertrigliceridemia esmentades abans.

Així, podria pensar-se que en els individus normáis

l'estimulació de la secreció insulínica hauria causat

indefectiblement una activado de la lipoproteína-li
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pasa, que complint amb la seva funció biológica hau-

ria actuat disminuint la con centraci5 de triglicerid

serie. En canvi, en el grup DMNID, no obesos, la res

posta insulínica hauria estat massa feble per a poder

donar efectes notables. En el grup TGA, no obesos,

així com en tots els grups formats per obesos la res

posta insulínica fou molt alta i perllongada, per la

qual cosa s'haurien pogut sobreposar d'una banda l'ac

tivació de la lipoproteina-lipasa i de l'altre l'in-

crement de la síntesi de VLDL-triglicerid. En funció

de quin fos l'efecte predominant s'hauria donat una

disminució o un augment de la concentrado dé trigl_i
cérid serie. Així dones, un increment de la concentra

ció de triglicerid serie ais 120 minuts respecte'la

concentrado en condicions basals, podria indicar una

hipersecreció insulínica lligada a l'obesitat o a la

tolerancia a la glucosa alterada i en tot cas desear;

taria un funcionalisme normal.

Els valors deis percentatges d^hemoglobina glu -

cosilada foren significativament superiors en els

grups DMNID, obesos i no obesos, que no pas en els a_l

tres (Figura 5.21). Aixo es correspon amb el criteri

ámpliament difós segons el cual 1"hemoglobina glucos_i
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lada es un reflex de la mitjana acumulativa de la.

concentració sérica de glucosa (Maquart, 1.978). En

els pacients amb diabetis manifesta la concentració

de glucosa sérica está elevada de forma continua. D*a_l
tra banda, el fet de que els subjectes deis grups TGA

no tingues.sin unes hemoglobines glucosilades signifi

cativament diferents deis subjectes normáis és una

cosa comprensible, ja que la glucosa sérica només s"e_
leva per de/nunt deis límits normáis de forma intermi.

tent.

En la literatura revisada van trobar-se descri

tes correlacions positives de 1"hemoglobina glucosila

da amb diversos parámetres com ara la fletxa d"hiper-

glucemia provocada ( Koenig • ^76 a) i a glucosa sérica

en dejó (Graf, 1.977) , la glucosa en orina (Lanoe,

1.977), el triglicérid serie (Peterson, 1.977), el

LDL-colesterol (Sosenko, 1.978), etcétera. En canvi,

no se'n va trobar cap que la relaciones amb la respos

ta insulínica. Els resultats (Figura 5.22) mostren jj

na correlació significativa entre 1"hemoglobina glu-

cosilada i la concentració d"insulina sérica ais 120

minuts en el grup DMNID, no obesos. El fet que en a_l

tres grups no es trobés cap correlació significativa
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podría explicar-se, tant en els obesos com en els no

obesos amb tolerancia a la glucosa alterada, per la

resposta insulínica elevada pero ineficag en la regjJ

laci5 del metabolisme deis carbohidrats. La relació

inversa trobada en els diabétics no obesos és intere

ssant ja que suggereix que hi ha una relació de pro-

porcionalitat entre la baixa secreció d'insulina i

el mal funcionament deis mecanismes reguladors de la

concentració de glucosa sérica. En altres paraules,

si hom considera 1'hemoglobina glucosilada com un bon

marcador de la severitat de la diabetis en l'aspecte

bioquímic (Koenig, 1.976 b), pot pensar-se que aaues

ta severitat depen del nivell de la resposta insulí-

nica. D'aixó es desprén que la insulina sérica ais

120 minuts podría servir, també, com un marcador de

la severitat d'una diabetis no insulinodependent.



7. CONCLUSIONS
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1 A les dues hores de la sobrecárrega oral de gl_u
cosa les persones no diabétiques amb intoleran-

cia a la glucosa presenten una resposta insulí-

nica superior a la normal.

2. - S'ha dissenyat un algorisme mitjangant■el qual,

el coneixement deis valors de la concentració de

glucosa i insulina seriques en una mostra obtin_
guda 120 minuts després d'una ingestio normali^t
zada de glucosa, es suficient per a poder saber

amb una gran probabilitat d'encert si un subje£
te pateix diabetis no insulinodependent, intole

rancia a la glucosa sense diabetis o cap de les

dues circumstáncies.

3. - En el cas d'una clínica poc manifesta l'índex

glucosa (S) 120 min/insulina (S) 120 min pot ser

per ais subjectes no obesos, un indicador eficag

per a diferenciar una diabetis no insulinodepen.
dent d'una intolerancia a la glucosa idiopática

o secundaria a altres trastorns. Per ais subje_c

tes obesos l'índex insulina (S) 12C min/insulina

(S) basal pot acomplir la mateixa funció, be que

amb un risc d'error mes gran.
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4.- La informado que pot obtenir-se deis valors de

la glucosa i insulina sériques ais 120 minuts

de la ingestió de glucosa,(mes la insulina sed

ca basal en els obesos), té mes eficacia diag-

nóstica que la prova de tolerancia a la glucosa

oral que té poca especificitat.

5. - En les persones normáis' nó obeses la trigliceri -

démia ais 120 minuts de la ingestió de glucosa

sempre es inferior a la basal. En les persones

que presenten obesitat, intolerancia a la gluco

sa o diabetis no insulinodependent acostuma a

ser superior.

6. - En ,els diabetics no insulinodependents no obesos

es dona una relació de proporcionalitat inversa

entre 1"hemoglobina glucosilada i la insulina

sérica ais 120 minuts de la ingestió de glucosa.

Aixo vol dir que com mes gran sigui la severitat

de la diabetis mes baixa será la insulina sérica

ais 120 rr.inuts.

7.— Amb les modificacions introduides a l'enzimoimmu
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noanálisi d'insulina es millora la practicabil_i
tat del metode ja que s'aconsegueix un marge de

medició mes gran, apte per a la quantificacio

deis elevats nivells post-estímul.



REFERÉNCIES BIBLIOGRÁFIQUES



234

Abel, J. et al., (1926), Proc. Nat. Acad. Sci. (Wash.)

12,132.

Abel, J. et al., (1927), J. Pharmacol. Pxp. Ther., 31,
65.

Albrink, M.J. et al., (1974), Diabetes 23, 913.

Archer, J.A, et al., (1973), J. Clin. Endocrinol. Met.

36, 65.

Assimacopoulos-Jannet, F. i Jeanrenaud, B., (*1976), J.

Clin. Endocrinol. Met., 5, 337.

Avrameas, S., (1976), Methods Enzymol., 44, 709.

Avrameas, S., (1969), Immunochemistry, 6. 43.

Bagdade, J.D. et al., (1967), J. Clin. Invest., 46,

1549.

Bagdade, J.D. et al., (1971), Metabolism, 20, 1000.



235

Banting, F.G. i Best, C.H., (1922), J.Clin. Lab. Med.,

7, 251.

Banuch,C. et al., (1973). Med. Clin. N. Amen. 57, 1441

Beck, P.et al., (1964), J. Lab. Clin. Med., 64, 654.

Bellman, O. i Hartmann, E., (1975), Am. J. Obstet. Gyne

col., 122, 829.

Bernett, P.H. et al., (1976), Rec. Prog. Horm. Res., 32

333.

Berstein,R.M.et al., (1978), Diabetologia, 14, 249.

Birmingham Diabetes Survey Working Party,(1962), Brit.
Med. J., I, 1497.

Blecher, J. et al., (1977), Mol. Cell. Endocrinol., 8,
301 .

Bordes,R.et al., (1979), Laboratorio, 67, 123.

Bunn, H.F. et al., (1976), J. Clin. Invest., 57, 1652.



236

Burckhardt, H. et al., (1972), Helv.Med. Acta, 36, 277

Butcher, R. W. et al., (1966), J. Biol. Cnem., 241,
1651 .

Butterfield, W.J. et al., (1965), fvietabolism, 14, 551.

Canew, T.E. et al., (1976), Lancet, 1, 1315.

Chiles, R. i Tzaaournis, M., (1970), Diabetes, 19, 458

Clark, B.R. i Engvall, E.,(1980), Enzyme-Immunoassay
(E.T. Maggio), cap 8, CRC Press Inc.

Cohén, H. i Horowitz, M., (1966), Amer. Clin. Nutr.

21, 407.

Colowick, S.P. et al., (1947), J. Bio. Cnem., 168, 583

Conn, J.W., (1965), New. Engl. J. Med.,273, 1135.

Coore, H.G. et al., (1971), Biochem. J., 125, 115.



237

Craig, J. W. et al., (1969), Biocnem. Biophys. Acta.,

177, 213.

Creutzfeldt, W.et al., (1976), The Genetics of Diabe-

tes MeH it us . Spro nge n-Ve rlag .

Cuatrecases, p, (1959), Proc. Nat. Acad. Sci. (hash.),
63, 450.

Cuatrecases, P., (1971), Proc. Nat. Acad. Sci. (Vnasn.),
68, 1264.

Cuatrecases, P., (1972), Proc. Nat. Acad. Sci. Wash.),

69, 138.

Damosky, T.S. et al., (1973), Diabetes, 14, 672.

Davidson, M.3., (1972), Diabetes, 21,6.

Dieterle, J. et al.,(1969), Med. Klin., 64, 489.

Dieterle, J. et al., (1970), Pediatrics, 46, 54.



238

Di 1 Ion, D. i Mcwr M. , (1S65), Diabetes, 1¿-, 672.

Dix, D. et al., (1978), Clin. Chem.,'2¿, 2C73.

Dixon, Vi. J. , (1953), Eiometnics, g, 74.

Dolhofer, R. i Wieland, D.H., (1978),F.E.8.S. letters,

85, 86.

Dollery, C.T.,(1971), Tagl. Prax., 12, 161.

Dorf, A. et al., (1976), Diabetes, 25, 554.

Drenick, H. i Johnson, J., Amer. Clin. Mutr., 28, 264.

Ducimetiere, P. et al., (1980), Diabetologia, 19, 205.

Dymock, C. i Williams,H. (1971), Postgrad. Med. J.



239

47, 49.

Emmer, J. et al., (1671), Med. Clin. N. Amen., 55,
1076.

Ensick, J.W.et al., (1S76), Diabetes, 16, 289.

Engvall. E. i Perlman, P. (1971), Immunochemistry, 8

871.

Expert Panel on the Theory of Reference Valúes (EPTRV)

(1978), Clin. Chim. Acta, 87, 461 F.

Exton, J.H. et al., (1970), Rec. Prog. Horrn. Res., 26,
411 .

Fajans, S.S. i Conn, J.W. (1965), Excerpta Medica Intl.

Cong. Ser., 84, 641.

Fajans, S.S., (1971), Med. Clin. N. Amer., 55, 793.

Fajans, S. S.,(197¿), Trans. Amer. Phycns., 87, 83.



240

Fajans, S.S. et al.,(1976), Arch. Intern. Ved., 136,
194.

Fajans ,S.S., (1979), Fndocrynology (De Groot), vol.

2, pag. 1007. Grüne & Stratton.

Felig, P., (1971), Med. Clin. N. Arr.er., 55, 821 .

Fitzgerald, M.G. i Keen, H., (1964), Brit. Ved. J.,

1, 1568.

Flier, K. et al., (1975), Science, 190.

Floyd, J.C. et al., (1967), J. Clin. Invest., 45, 198.

Forsham, P.H., (1973), tvest.J. Ved., 119, 60.

Frank, B.H. i Veros, A. J., (1968), Piocnem. Bioohys.

Res. Comm., 32, 155.

Freinkel, N!. i Goodner, C.J., (1962), Arch. Intern.

Ved., 109, 235.

Frienlander, E.C., (1660), Arch. Intern. Ved., 136, 194



241

Fuentes, J. i Alsina, M.J., (1982), Ann. Biol. Clin.,

40, 195.

Galen, R.S. i Gambino, S.R. (1975). Beyond Normality:

The Predictive Valué and Efficiency of Medical Diagno-

ses. John Wiley & Sons.

Gavin, R. et al., (1973), J. Biol. Chem., 248, 2202.

Gavin, R. et al., (1974),Proc. Nat. Acad. Sci. (Wash.)

71, 84.

Goldberg, N.D. et al., (1967), Biochem. Biophys. Acta,

14S, 665.

Gonent, B. et al., (1977), Lancet ii, 8041, 734.

Gordon, D.L. i Schwarz, M.S., (1971), Ann. Phar. Phys.,

3, 110.

Gordon, T. , (1964), Glucose Toleran-ce-of Adults. Nat-

ional Center for Health Statistics, U.S. Public Health

Service Series, 11 N2 2.



242

Graf., R. i Porte Jr., D. , (1977), 37 th Annual

Meeting of the American Diabetes Association, Saint-

Louis, 1977.

Greenfield, M. et al., (1980), Diabetologia, 18, 441.

Haist, R.E., (1944), Physiol. Rev., 24, 409.

Hamper, H. et al., (1970), Arch. Intern. Med., 126, 870.

Helderman, J.H. i Raskin, P.R., (1980), Diabetes, 29

551 .

Hendry, R.M. i Herrman, J.E., (1980), J. Immunol. Meth.,

35, 285.

Howanitz, P.J. i Howanitz J.H., ( 1979 ), Clinical Diag-

nosis and Management by Laboratory Methods, cap 7 ( J.B.

Henry). W.B. Saunders Company.

Huang, S.W. i MacLaren, N.K., (1976), Science, 192, 65.

Hutching, J. et al., (1966), Ann. Intern. Med., 126,

870.



243

Irvine, J. et al., (1977), Diabetes, 26, 138.

Jackson, W*P.U., (1974), Proceedings of the VIII

Gong. DF. Malaisse, W.J. Excerpta Medica, p, 639,

Jahnke, K. i Bruno J., (1970), Verh. Dtsch. Ges. Med.

76, 359.

Janieson, J.D. i G.E. Paladie, G.E., (1967), J. Cell.

Biol., 34, 177.

Jarret, R.J. i AISayeah, H., (1978), Diabetologia, 15

243.

Jeanrenaud, B., (1979), Diabetologia, 17, 133.

Johansen, R i Ornsholt, H., (1972), Metabolism, 21,

291.

Joslin, E.P., (1959), Diabetic Manual for the Patient,

10 th ed. Lea and Febriger,



244

Kalant, N., (1956), Arch. Biochem. Biophys., 65, 469.

Kammerer, L. et al., (1970), Diabetologia, 6, 473.

Karam, J.H. et al., (1965), Lancet, 1, 286.
♦

Keen, H. et al., (1979), Diabetologia, 16, 283.

Keen, H., (1980), Diabetologia, 19, 165.

Ketterer, B. et al., (1957), Ergebuisse der Physiol.,

49, 127.

Klimt, C. et al., (1969), Diabetes, 18, 299.

Kobberling, J. i Creutzfeldt, W. (1970), Diabetes, 19

870.

Kobberling, J. i Creutzfeldt, W. (1979), Diabetologia,

17, 273.

Koenig, R.J. et al., (1976 a), N. Eng. J. Med., 295,

417.



245

Koenig, R.J. et al., (1976 b), Diabetes, 25, 230

Komer, A., (1965), Rec. Prog. Horm. Res., 21, 205.

Kosaka, K. et al., (1974), Diabetologia, 10, 775.

Krebs, A.H., (1966), Adr. Enz. Reg., 4, 339.

Knowlton, F.P. i Starling, E.H., (1912), J. Physiol.

45, 146. .

•

Kuzuya,N., Proinsulin, Insulin, C-Peptide p. 3 (S.

Baba, T. Kaneko, N. Yanaihare). Excepta Medica Inter-

national Congress Series (1978).

Lanoe, R. et al., (1977), Lancet, 2, 1156.

Lehtonen, O.P. i Viljanen, M.K., (1980 (1)), J. Immu-

nol. Meth., 36, 63.

Lehtonen, O.P., (1980 (2)), J. Immunol. Meth., 34, 61.

Leichter, R. et al., (1975), Amer. J. Med., 58, 285.



246

Lendrum, H. et al., (1975), Lancet, I, 880.

Levin, M. E., (1968), Med. Clin. N. Amer., 52, 295.

Levin, M.E. et al., (1972), Diabetes, 21, 856.

Levine, R., (1965), Fed. Proc., 24, 1071.

Levine, R. et al., (1-50), Amen. J. Physiol., 163,
70.

Lewis, B., (1980), Annual Review of Clinical Chemis-

try p. 139 (D.M. Goldberg). John Wiley & Sons.

Lindt, J,N., (1973), Brit. Med. J., 3 , 320.

Loten, E. G. i Sneyd, J.G.T., (1970), Biochem. J.,
120, 187.

Lopes-Virella, M.F.L., (1977), Diabetologia, 13, 285.

Maggio, E.T. (1980), Enzyme-Immunoassay p,68, CRC Press

Inc.



247

Mac Donald, M.J., (1974), Diabetologia, 10, 707.

Mako, M.E.et al., (1973), Clin. Res. 21, 631.

Maquart, F.X., (1978), Ann. Biol. Clin., 36, 467.

Meriwether, J. i Goodman, G., (1972), Amer. J. Med.

53, 505.

Miller, G.J. i Miller, N. E., (1975), Lancet, I, 16.

Miiunsky, M. et al., (1971), Amer. J. Dis. Child.,
121, 15.

Miró, J. i Fuentes, J., (1980 a), Biometrica, 4
, 121.

Miró, J. i Fuentes, J., (1980 b), Séptimas Jornadas

Diabe-tológicas p. 162. L.A.C.R.E.

Miró, J. i Fuentes, J., (1981), J. Clin. Chem. Clin.

Biochem,, 19, 773.

Modan, H. et al., (1975), J. Med. Ass., 233, 266.



248

Morgan, H. E. et al., (1959), Biochem. J. t 73, 573.

Munger, B.L., (1958), Amer. J. Anat., 103,275.

Nakame, P.K. i Kawari, A. (1974), J. Histochem. Cyt-

ochem., 22, 1084.

National Diabetes Data Group, (1979), Diabetes, 28

1039.

Nelson, D.A., (1979), Clinical Diagnosis and Managem-

ent by Laboratory Methods p. 858, (J. 8. Henry). W. B.

Saunders Company.

Nerup, J. et al., (1976), Acta Endocrinol., 205, 167.

Newsholme, E.A. i Randle, P.J. (1964), Biochem. J.,

93, 641.

Newsholme. E.A. i Start, A.C. Regulation in Metabolism

ap. 4. John Wiley & Sons.

Nikkila, E.H., (1977), Diabetes, 26, 11.



249

Notkins. A.L., (1980), Investigación y Ciencia, 40,
16.

Oellerich, M., (1980), J. Clin. Chem. Clin. Biochem.,
18, 197.

O'Sullivan, J.M. i Mahan, C.M., (1968), N. Engl. J.

Med., 278, 1038.

O'Sullivan, J.M. i Mahan, C. M., (1964), Diabetes, 13,

278.

O'Sullivan, J.M., (1971), J. Reprod. Med., 7, 21.

O'Sullivan, J.M., (1973), 'J. Obstet, Gynecol., 116,

901.

O'Sullivan, J.M., (1979), Ann. Clin. Biochem., 16, 221.

Porte, D., (1969), Arch. Intern. Med., 123, 252.

Passey, R.B. et al., (1977), Clin. Chem., 23, 131.



250

Peterson, C.M. et al., (1977), Diabetes, 26, 507.

Porte, D., (1969), Arch. Intern. Med., 123, 252.

Pykalisto, O.J., (1975), J. Clin. Invest., 56, 1108.

Quereda, C. et al., (1977), Rev. Clin. Esp., 147, 15.

Randle, P.J. i Morgan, H.E., (1962), Vitamines and

Hormones, 20, 199.

Randle, P. S. i Smith, G.H., (1958), Biochem. J., 5,
70.

Reaven, G.M. et al., (1974), Am. Med. J., 57, 551.

Remein, Q.M. i Wilkerson, H.L.C., (1961), J. Chronic

Dis. 13, 6.

Richerd, L. i Ruitton-Uglienco, A., (1981), Ann. Biol.

Chem., 39, 295.



251

Righetti, A. et al., (1973), Sweitz. Med. Wochenschr

103, 668.

Rimoin, D.L., (1971), Med. Clin. North. Amen., 55,

807.

Risser, T.P.et al., (1978), Diabetes, 27, 902.

Ross, C. i Tzagournis, M., (1970), Diabetes, 19, 458

Ross, M.E. et al., (1976), Diabetes, 25, 190.

Roth, J., (1973), Metabolism, 22, 1051.

Rubinstein, A.H. et al., (1970), Diabetes, 19, 546.

Russel, M. et al., (1975), Brit. Med. J., 1, 10.

Sailer, S. et al., (1968), Schweiz. Med. Wochenschr.

98, 1512.

Salans, S. et al., (1968)* J. Clin. Invest. 47, 153.



252

Salans, S. et al., (1971), J. Clin. Invest. 50, 1399.

Sandek, C.D. i Eder, H.A., (1979), Am. Med. J., 66,
843.

Sanger, F.et al., (1955), Biochem. J., 59, 509.

Savage, P.J. et al., (1975), Diabetes, 24, 362.

Schteingart, D. i Conn, J. (1965), Ann. N.V. Acad.

Sci., 131, 388.

Seltzer, H.S. et al., (1956), Diabetes, 5, 437.

Seltzer, H.S. et al., (1967), J. Clin. Invest. 46,

323.

Sharp, C.L. et al., (1964), Proc. R. Soc. Med., 57,

193.

Sherman, L., (1966), Diabetes, 15, 169.

Siegenthaler, W., (1977), Fisiopatología Clínica p.

61. Editorial Toray.



253

Sindall, A. et al., (1971), J. Clin. End. 32, 653.

Soeldner, J.S. i Park, B.N., (1977), New Concepts in

Endocrinology and Metabolism p. 107 (L.I.Rose i R.L.

Lavine). Grüne and Stratton, Inc.

Sorge, F. et al., (1975), Horm. Met. Res., 7, 118.

Sosenko, S. et al.,(1978), (1978), 38 th Meeting Ame

rican Diabetes Association, Boston.

Spitz, S. et al., (1970), Quart. J. Med. 39, 201.

Stalder, M. et al., (1981), Diabetologia, 21, 544.

Steiner, D.F. i King, J., (1964), J. Biol. Med., 293,

1292.

Steiner, D.F. i Oyer, P. E., (1967), Proc. Nat. Acad.

Se i. U. S., 57, 973.

Steiner, D.F. et al., (1969), Rec. Prog. Horm. Res.,

25, 207.



254

Steiner, D.F. et al., (1972), Handbook of Physiology

p. 175. The Williams and Wilkins.

Steinberg, S. et al,, (1959), Clin. Res. 7, 250.

Stevens, V,J. et al., (1977), J. Biol. Chem., 9, 2998.

Stone, D.B. i Bowr, J.D., (1970), Curr. Med. Diagn.

37, 740.

Stowers, J.M., (1975), Complications of Diabetes p.

213 (H. Keen i J. Jarret). Edward Arnold.

Sutherland, E.W. i de Duve, C., (1948), J. Biol. Chem.

175, 663.

Sutherland, E.W. et al., (1965), Rec. Prog. Horm. Res.

21, 623.

Svejgaard, A., (1976), Acta Endocrinol.(KBH), 83, 77.

Swartz, D., (1975), Methodes Statistiques á l'usage des

Médecins et des Biologistes.Flammarion.



255

Tashkinen, M.R. i Nikkila, E.A., (1979), Diabetologia

17, 351.

Tattersall, R.B. i Fajans, S.S.,(1975), Diabetes, 24,
44.

Trivelli, L.A. et al., (1971), N. Engl. J. Med., 284,
353.

Vallance-Owen, J., (1964), Adr. Met. Dis., 4, 229.

Vallance-Owen, J. et al., (1958), Lancet ii, 336.

Van Tol, A., (1977), Atherosclerosis, 26, 117.

Velasco, C.A. et al., (1973), Clin. Chem. 19, 201.

Villar-Palasí, C. i Wenger, J.I., (1967), Fed. Proc.,

26, 563.

Walhfeld, A.W., (1974),Methoden der Enzymatischen Ana-

lyse p. 1087. H.U. Bergmeyer.



256

Weber, G. et al., (1965), Fed. Proc., 24, 948.

Weemen, B.K. van i Schnurs, A.H.W.M., (1971), FEBS

Letters, 15, 232.

West, K.M., (1978), The Epidemiology of Diabetes p.

94. Elsevier.

W H O Expert Committee on Diabetes Mellitus, (1965),

WHO Tech.Rep. Ser., 310, 12.

,W H O, (1977), The SI for health profesions, WHA, 33,

39.

WHO Expert Committee on Diabetes Mellitus Second Re-

port, (1980), WHO Tech. Rep. Ser. n 2 644.

Wilmore,, W. et al., (1974), Lancet I, 73.

Wing, D.R. i Robinson, D,S., (1968), Biochem. J., 109,

841 .

Wisdom, G.B., (1976), Clin.Chem. 22, 1243.



257

Yalow, R.S. i Berson, S.A., (1960), J. Clin. Invest.,

39, 1157.

Yoshioka, M. et al., (1979),- Clin. Chem., 25, 35.

Zimmet, P. i Whitehouse, S., (1978), Diabetes, 27,

793.

Zonana, J i Rimoin, D.L., (1976), N. Engl. J. Med.,

295, 603.


