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i.INTRODUCCTIO



L°any 1.960 Yalow i Berson obriren una nova é-
poca en la bioquimica clinica al descriure que havien
determinat la insulina sérica per un métode radioimmu
noldgic (Yalow; 1.960). No obstant aixd, el motiu de
la gran trascendéncia que tingué la comunicacid no rau
en la possibilitat de determinar el parametre en qUes
tid, sind en la metodologia emprada. En efecte, mentre
que la radioimmunoandlisi ha estat durant dues décades
la "vedette" tecnoldgica dels laboratoris de quimica
clinica, la determinacid de la insulinémia ha ocupat
un lloc molt secundari en 1°exploracid bioldgica de la
diabetis mellitus, reservant-se el seu (s preferentment
per a la diagnosi d“insulinomes, entitat nosoldgica

poc freqglient,.

El desenrotllament d“una metodologia per a efec
tuar andlisis enzimoimmunoldgiques (Engvall, 1,971),
va encetar una important via al possibilitar que la
gran majoria de laboratoris, que Sbviament no disposa
ven d“instal.lacions adequades per a treballar amb ma
terials radioactius, poguessin practicar determinaci-
ons de substidncies altament dilulIdes en la mostra ana

litzada, com é&s el cas de les hormones.



L’any 1.979, arran de l°aparicid del primer

"kit" comercial per a la determinacid d“insulina pel
métode ELISA (Enzymun-Test InsulinaR., Boehringer Man
nheim), varem plantejar-nos a la Seccid de Bioquimica
Clinica de 1°Hospital de la Creu Roja de l°Hospitalet
de Llobregat si aquest pardametre no podria ser d‘utili
tat per a simplificar una de les proves més farragoses
i al mateix temps més sol,licitades, com &s la prova
de sobrecdrrega oral de glucosa amb cinc determinacions
de glucosa sérica. Per a avaluar quines .eren aquestes
possibilitats varen estudiar-se, en persones amb histd
ria clinica coneguda, els resultats de la prova de so
brecdrrega oral de glucosa amb valors de glucosa i in
sulina sériques cada mitja hora, fins.a transcérfer du
es hores des de la ingestid de glucosa (Mird i Fuentes,
1.980). Els pacients amb diabetis quimica és a dir amb
tolerdncia a la glucosa alterada perd sense signes cli
nics, donaven una resposta insulinica més elevada que
la de les persones normals i que la dels pacients amb
diabetis no insulinodependent manifesta. Aixd concorda
va amb el resultat de treballs previs en els que la de
terminacid de la insulina sérica s”havia efectuat per
radioimmunocandlisi (Ross, 1.970).Una conclusid intere

ssant fou que a les dues hores de la ingestié de glu=-



cosa era quan millor podien objectivar-se les diferéﬂ
cies en la resposta insulinica entre els pacients amb
diabetis no insulinodependent manifesta i els indivi-
dus amb tolerdncia a la glucosa alterada sense signes
clinics, i paral.lelament entre aquests i els subjec=-
tes normals. Al mateix temps, la conjuncid dels valors
de la glucosa i la insulina sériques als 120 minuts de
la ingestid de glucosa podia substituir eficagment la
prova de sobrecadrrega oral de glucosa amb miltiples dg
terminacions de glucosa sérica, per a investigar 1la to
‘lerdncia a la glucosa. Aixd no podia aplicar-se en el
cas dels individus obesos, ja que encara que no tingue
ssin cap anomalia en el metabolisme dels carbohidrats
presentaven una resposta insulinica molt superior a la
normal, cosa que encaixava plenament amb les desérip—

cions de resisténcia a la insulina en els obesos.

Partint d“aquelles dades va emprendre”s un estu
di més complet, que ha donat origen a la present tesi.
Varen entrar en 1°estudi 240 persones adultes, de les
que hom coneixia la histdria clinica i s“agruparen, se
guint els criteris del National Diabetes Data Group
del National Institutes of Health dels Estats Units

(National Diabetes Data Group, 1.979), en tres catego



ries segons presentessin diabetis no insulinodependent,
tolerdncia a la glucosa alterada sense signes clinics
o bé cap anomalia en el metabolisme dels carbohidrats.
Tenint en compte que l“obesitat &s_una circumstdncia
important en la didtesi de la diabetis mellitus, els
sub jectes obesos van considerar-se independenment a

fi i efecte de buscar una relacidé que els hi fos apli

cable,

L°objectiu principal va ser el d“avaluar el va
lor semioldgic, entés com el grau d“informacié submi-
nistrada, de la conjuncid ge glucémia i insulinémia
als 120 minuts d“una ingestid normalitzada de glucosa
i comparar-lo amb el de la prova de toleradncia a la
glucosa oral. En el cas dels obesos també es tiﬁgue-
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 dels fets estudiats., Aixd va realitzar-se
investigant les relacions de la insulina postingesta
amb 1°hemoglobina glucosilada i amb la variacidé de 1la

concentracid de triglicérid séric causada per la sobre



carrega de glucosa.

L hemoglobina glucosilada ha passat en poc temps
a tenir un gran protagonisme entre els parametres d’g
tilitat en la diabetis mellitus, essent un bon indica

dor de la severitat i del control de la mateixa.

La concentracid del triglicérid séric té& un cert
paral.lelisme amb la de la glucosa en el sentit de que
sofreix grans oscil.lacions durant el dia en funcid de
les ingestes. Junt amb els éciqs grassos lliures és un
bon exponent de 1°hemeostasi lipidica. Tenint en comp
te que la insulina és una hormona amb gran influéncia
sobre el metabolisme lipidic, va creure”s interessant
1nvéstigar quina influéncia hi tenien les diferents ca

tegories d”intolerdncia a la glucosa estudiades.

La gran complexitat de l°etiologia i dels tras
torns bioquimics i clinics que cursen en la sindrome
diabética fa que no pugui atribuir-se a un sol compo-
nent hormonal la patogénesi de la malatia. No obstant
aixd, a efectes practics, del present estudi sembla
desprendre”s que la determinacid de la insulinémia post

estimul pot ser un element important per a distingir



d“una manera precog entre una diabetis no insulinode-
pendent (tipus II) i una intolerdncia a la glucosa se
cundaria a altres trastorns, de tipus hormonal o altre

mena, © bé idiopatica.

La comprovacidé mitjangant estudis epidemioldgics
de que les persones amb intolerancia a la glucosa mode_
rada corren un risc baix d“arribar a patir diabetis cli
nica (Jarret, 1, 978) ha modificat la tendéncia a consi-
derar diabétic, ni cue fos potencialment, tot individu
amb alteracions de la tolerdncia a la glucosa. En efecte
nombrosos grups de gran prestigi com els National Ins-
titutes of Health dels Estats Units, la British Diabetes
Association, la Australian Diabetes Association i el
European. Association Group for Study of Diabeteé (Na=-
tional Diabetes Data Group, 1.979), recomanen abstenir-
se de considerar com a diabétics els subjectes amb in
tolerdncia a la gludosa moderada, degut a la poca jus-
tificacid clinica o benefici médic que s’%ls aporta en
front del trauma psicoldgic i social que ocasiona el
fet de ser considerat diabétic. La determinacié de
la concentracid d“insulina sérica a les dues hores
d”una ingestid normalitzada de glucosa pot ser una ei-

na eficag per a establir una frontera entre dues situa



cions que en principi podrien confondre’s, perd que
com s“ha vist, ser a 1°una o 1°altra banda té prou im

portancia.



2. REVISIO BIBLIOGRAFICA DE LES
BASES FISIOPATOLOGIQUES.



2.1, BIOLOGIA MOLECULAR DE LA INSULINA.

En aquest capitol es tracta de qué és i com ac
tua la insulina a nivell molecular, ja que aixd és u-
na clau indispensable per a poder entendre els tras-
torns que es produéixen quan s“alteren els nivells fi

sioldgics d“acuesta hormona.
2.1.1., Histdria,

L’any 1.889, von Mering i Minkowski observaren
que la pancreatectomia practicada en gossos feia que
aquests animals es tornessin diabétics. El coneixement
dels efectes antihiperglucémics del pancreas va confir
mar-se 1%any 1.912 quan‘Knowlton i Starling mosfraren
l1“accid de 1“ajut en la captacidé muscular de glucosa

(Knowlton, 1.912).

Cap a l1l°any 1.921, Banting i Best aIllaren insu
lina dels illots pancredtics, veient-se que era la res
ponsable de l”esmentada captacid de glucocsa (Banting,
1.922). Langerhans, essent encara un estudiant de medi
cina, havia descrit 1“any 1.869 els illots pancredtics

gue ara porten el seu nom,

10



La cristal.litzacié va aconseguir-la Abel (Abel
1,926), (Abel,1,927) i Sanger va dilucidar-ne 1%estruc

tura quimica (Sanger, 1.955).

2.1.2,. Caracteristiques fisico=quimiques de la insulina.

Gracies al treball de Sanger, sabem que la insu-
lina és una proteina de molécula relativament petita,
formada per dues cadenes polipeptidiques,anomenades A
la mes curta, constituida per vint-i-una restes aminoa
cidiques i B la més llarga, constitulIda per trenta res-
tes aminoacidiques (Figura 2.1). Ambdues cadenes estan
lligades per dos ponts disulfur i a més a més la cade-
na A en té un altre d”intracatenari. Els aminodcids in
closos entre les dues restes cistina que formen aquest

pont s6n els que varien segons l°espécie animal.

La massa molecular relativa &s de 6 000, aproxi_
madament, presentant-se normalment en forma d“agregats

d”almenys dos dimers.

El seu punt isoeléctric es troba entre un pH de
5,3 i de 5,4 en el que pricticament &s insoluble en ai-
gua, incrementant-se perd rdpidament la solubilitat amb

discrets canvis de pH.

La insulina té una remarcable facilitat per a reac

11



cionar amb ions divalents, com ara el zenc, i protel
nes bdsiques com les protamines i les histones. Aques
tes reaccions, que sdn reversibles, actuen modificant-

ne la solubilitat.

2.1.3 Biosintesi de la insulina.

Abans de 1%any 1.967 es creia que la formacid
de la insulina s“acomplia mitjangant 1°unid de les ca
deﬁes A i B, que haurien estat sintetitzades prévia=-
ment per separat. El descubriment de la proinsulina
(Steiner,1.967) dond lloc a una explicacid diferent,
basada en l1“activacid d“aquest precursor mitjangant
1°escissid d“un polipéptid, anomenat C-péptid (Figura

2.2).

Aquest procés és semblant al d“altres hormones
i enzims que sofreixen una activacid zimdgena. La di
feréncia fonamental réu en que el precursor és acti-
vat, convertint-se en insulina, abans de 1%mmagatzemsa

ment i secreciéd.

La proinsulina &s molt semblant a la insulina,
malgrat la seva superior massa nolecular, coincidint
en solubilitat, punt isoelectric (Steiner, 1972), pro
pietats autoassociatives (Frank, 1.968) i reactivitat

amb anti-sérum antiinsulina (Steiner, 1.969), (Rubins

12



Cadena A Iﬂ'fi“ﬂli"ll ]ﬂulﬂtu[c, lcr [ﬂu [su IIINIC:' [mlm[Trrlnlullw[Glu]allplanCr IJIITal

N

Cadena B I"']""I:"T"“'F*“ m[cr I_G!I.'lll'IHilleI\I’uIGuIAIlILNITrrILNIH'.I[C\! Imy[ﬁnnIA.rglol,lh.[rmlr "‘l"°|""]'£|

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 &s una caracteristica in
teressant, que fa que en les determinacions immunoldgi-
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 Secrecid de la insulina,

Les cél.lules anomenades beta, que formen part
dels illots de Langerhans al pancreas,sén les encarre-
gades de la secrecid de la insulina. Els ribosomes i el
reticle endoplasmatic rugds sintetitzen la proinsulina
que posteriorment és trasportada a l aparell de Golgi,
en un procés que requereix energia (Munger, 1.958). Alli
es formen els granuls beta que contenen insulina emma=-
gatzemada. Quan els granuls emigren cap a la periféria
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°estimulacid de la secrecid pot ser provocada
per diverses substancies, algunes contingudes als ali-
ments com els sucres, sobretot la glucosa i en menor es
cala la mannosa i la ribosa, els aminodcids, principal
ment la leucina, els cossos cetdnics, etcétera (Haist,
1.944). Altres sdn substidncies enddgenes de 1 organisme

com les enterohormones secretina i pancreozimina i hor-

14 _-



mones procedents de glandules de secrecid interna com
el glucagd, 1°hormona del creixement, 1°ACTH, etcdtera

(Floyd, 1.967).

2.1.5 Efectes metabdlics de la insulina.

Si bé 1%accid de la insulina s’havia relacionat
en primer lloc amb el metabolisme dels carbohidrats,
als darres anys s”ha vist que el seu camp d“accid és
molt més ampli, afectant el metabolisme tant de gld -
cids com de lipids i prdtids. D“altra banda, el lloc
d“accid abasta la gran majoria de teixits i drgans, mal
grat que la majoria de les accions més caracteristiques
es manifestin als mUsculs, teixit adipés i fetge (Qua-

dre 2.I-}.
2.1.5.1, Efectes en el teixit muscular.
A) Captacid de glucosa per la cél.lula,

Si bé als voltants dels anys cinguanta hi havia
controvérsia a propdsit de siul'increment de 1°entra-
da intracel.lular de glucosa era deguda a una estimula
cid de la glucdlisi mitjangant la desinhibicid de °
l1°hexoquinasa (Colowick, 1.947), o bé a una facilita-

cid del transport a través de la membrana cel.lular
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(Levine, 1.950), aquesta segona hipdtesi ha anat pre=-
nent cos (Randle, 1,962) (Newsholme, 1.964), mentre

que 1°altra no s“ha pogut confirmar.

Els mecanismes d“entrada de glucosa a la cél.lu
la poden basar-se en una difusid simple o bé en una di-
fusié facilitada amb el concurs d”un portador. Aixd es
refereix al cas en que la concentracid de glucosa extra
cel,lular sigui superior a la intracel.lular, ja que el
transport actiu de glucosa contra un gradient de concen_
tracibd, que té lloc només a l1°intesti durant 1“absorcid
dels productes de la digestié i al ronyd en la reabsor
cid tubular, té unes caracteristiques diferents (Randle,
1.962). Hom sap que el procés de difusid facilitada pot
ser modificat per factors a part de la concentracid ex
tracel,lular de glucosa, com per exemple l“anaerobiosi,
metzines respiratdries o agents desacobladors (Randle,
1,958), (Morgan, 1;959).'La insulina actua. d“una mane
ra semblant, tot augmentant la velocitat del sistema

de transport i 1“afinitat del portador per la glucosa.

B) Estimulacié de la glucdlisi.
Estd comprovat que la preséncia d“insulina esti-

mula l1“activitat hexoquindsica i de tota la glucdlisi

en general. No obstant aixd, s”ha dit que l°explicacid
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~d”aquest fet podria basar-se en una acceleracid de 1la
glucdlisi a conseqiiéncia de 1°augment de glucosa in-

tracel.lular (Newsholme, 1,964).
C) Estimulacid de la formacid de glucogen.

La insulina estimula la formacid de glucogen a
partir de UDPG-glucosa, incrementant la preséncia de
la forma I de la UDPG-glucosiltransferaSa, enzim regu=-
lador del procés. La forma I és més efica¢ per a la sin
tesi de glucogen que no pas la D. El mecanisme no es ba
sa en una modificacid de la concentracid de c-AMP, ja
que aquesta no &s alterada per la insulina en el teixit
muscular, sind en una desviacid de 1°equilibri entre 1la
proteIina-quinasa inaétiva 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 (Figu
ra 2.3) (villar-Palasi, 1.96?), (Goldberg, 1.967), (Cra
ig, 1.969), .

D) Altres accions.

Hi ha funcions importantissimes que també son
activades per la insulina, com ara, el transport in-
tracel.lular d“aminodcids, la sintesi de RNA i protel
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 adipéds.

A) Transport de glucosa i estimulacidé de la glu

cdlisi.

Tenen caracteristiques semblants a les del tei-

xit muscular.
B) Increment de la lipogénesi.

La insulina estimula la sintesi d'icids grassos
a partir de lactat i de piruvat (Coore, 1.971). El me-
canisme probable &s un desplagament de l°enzim regula-
dor, piruvat deshidrogenasa, cap a la forma desfosfori

lada, més activa.
C) Inhibicid de la lipdlisi.

La preséncia d”insulina rebaixa la hidrdlisi dels
esters grassos de la glicerina. E1 mecanisme es basa en
una disminucié de l”activitat de la trigliceridolipasa
ocasionada per una baixa en la concentracidé de c-=-AMP,

provocada per la insulina (Butcher, 1.966).

D) Increment de la captacidé de triglicérid plas

mé.t ic.



La captacid de triglicérid plasmitic &s afavori-
da per la insulina, tot incrementant 1”activitat de la

lipoproteIna-lipasa (Wing, 1.968),(Loten, 1.970).
2.1.5.3 Efectes en el fetge.
A) Captacid de glucosa.

Un dels importants papers que juga el fetge és
el de la regulacibé de la glucémia. Sembla que és la in
sulina la que controla aquest procés, provocant la cap
tacid de glucosa quan la glucémia &s elevada. Ara bé,
el transport de glucosa a través de la membrana cel.lu
lar no &s modificat per la insulina, ja que 1°hepatd-
cit és permeable a la glucosa. El paper de la insuli-
na sembla ser el de l“estimulacid de ‘la sintesi de

1°enzim glucoquinasa (Weber,1.965), (Steiner, 1.964).

El principal responsable de la captacid de glu
cosa de la sang per part del fetge &s la glucoquinasa.
Aquest enzim &s responsable de la fosforilacid de 1la
glucosa en la cél.lula hepatica, es a dir, el primer
pas de la glucdlisi que en els altres teixits és rea
litzat per l1°hexoquinasa. La diferéncia entre ambdds

enzims &s que la glucoquinasa té una constant de Micha



elis molt més alta, es a dir menys afinitatggeﬁTlﬁfglg
cosa, i per tant la concentracid de 1°enzim tindria

una influéncia molt més gran.
B) Increment de la sintesi de glucogen.

La insulina afavoreix la sintesi de glucogen
estimulant la produccid de UDPG=-glucosiltransferasa i
al mateix temps, la predomindncia de la forma I d”a-
quest enzim (Steiner, 1.964). Aix3 ho aconsegueix gra
cies al descensde la concentracid de c-AMP que la in-

sulina provoca en l1°hepatdcit (Krebs, 1,966).

C) Disminucié de la gluconeogénesi.

La depressid del nivell de c¢-AMP provocada per
la insulina podria ser la causa de la inhibicid de la
sintesi de glucosa a partir d”aminodcids i glicerol
(Exton, 1.970). La disminucid 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 anteriorment,

cal esmentar 1°increment de la sintesi d“dcids gra-
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ssos, l1“esterificacid de triglicérids, la induccid de
la sintesi de RNA i proteInes (Komer, 1.,965), 17aug

ment de l“entrada de potassi a la c&l.lula, etcetera.

En resum, pot dir-se que la insulina és la pri
cipal responsable de que la glucosa, que és present al
torrent circulatori a elevades concentracions després
dels menjars, penetri a la cél.lula muscular. Un cop
a dins facilita el cami metabdlic cap a la glucdlisi,

o bé, 1°emmagatzemament en forma de glucogen.

Al teixit adipds facilita la formacid, i al ma
teix temps inhibeix la saponificacid de triglicérids,
que sén el seu principal reservori d“energia., Un excés
d“insulina afavoreix, doncs, l1”augment del contingut
lipidic de 1“adipdcit i per tant pot ocasionar una pre

disposicid a 1°obesitat.

Al fetge, que és un important regulador de la
glucémia, un augment de la insulinémia fa que es passi
de la cessid a la captacidé de glucosa. Aixi, durant
el dejuni, la hipoinsulinémia permet el procés gluco-
neogénic i glucogenolitic, mentre la hiperinsulinémia
postprandial estimula la glucdlisi i la formacid de

glucogen (Siegenthaler, 1.977).
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2.1.6, Receptors insulinics.

La insulina actua"a nivell cel,lular fixant-
se a receptors especifics que hom sap que es troben a
la membrana (Levine, 1.965), (Cuatrecases, 1.969)., El
receptor insulinic de les cél.lules adiposes ha pogut
extraure®s, veient-se que és de naturalesa proteica,
probablement una glicoproteina, de massa molecular re

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

S“ha vist que els llocs d“unid especifica sdn
limitats., Aixi per exemple, en el teixit adipds no po
den unirse més de cent mil molécules d“insulina per

5

cédl.lula (Cuatrecasses, 1,971). Aquesta unid especifi
ca és reversible, essent possible la determinacid .de
les caracteristiques cinétiques aixi com de 1la influég

cia de diversos factors (Roth, 1,973).

Degut a la dificultat de mesurar la quantitat

de receptors insulinics en les cél.,lules dels teixits
hepatic, muscular i adipds, s“han buscat unes cél.lu
les més assequibles, que reprodueixin la situacid dels
receptors insulinics de les cél.lules dels teixits es
mentats. S“havia pensat que els l1imfdcits complien aques
ta condicidé (Gavin, 1.973), (Gavin, 1.974) (Archer,
1.973), perd estudis ulteriors no accepten el limfdcit
com a cél.lula diana per a la insulina i si, en canvi,

el mondcit (Blecher, 1.977), (Bordes, 1.979).
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Els receptors insulinics pot ser que tinguin
influéncia en alguns trastorns del metabolisme dels
carbohidrats, que no serien ocasionats per una defi_
ciéncia de la secrecid pancreatica d“insulina, sind
per una difieultaf d“aprofitar-la per part de les cél.

lules,

2.1.7. Antagonistes de la insulina.

Sén substancies que contrarresten 1”accid de
la insulina. Els més importants sdn hormones amb mecg
nismes d“accid oposats als de la insulina. També s”han
descrit inhibidors sérics no hormonals (vallance-Owen,

1.964), (Flier, 1.975).
A) Gucagb.-

La funcié del gucagd pancredtic ha estat qles

* tionada durant unes quantes décades, perd actualment
sembla que a 1°igual que la insulina, és extraordina-
riament important en el control puntual de 1l homeostasi
de la glucosa, de certs aminodcids i potser dels 3acids
grassos. E1 normal funcionament de la cél.;ula alfa
sembla essencial per a la dptima gluco-regulacid men-

tre un mal funcionament pot causar, contribuir o ser
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el resultat d“una gran varietat de desordres metabd-
lics, el més freqlent dels quals és la diabetis melli

tus.

S°ha vist que el glucagd té una forta activitat
glucogenolitica (Sutherland, 1.948) i gluconeogénica
(Kalant, 1.956) a concentracions fisioldgiques. A més,
pot tenir activitat lipolitica en algunes espécies
(Steinberg, 1.959). Aquests efectes sdn contraris als
de la insulina, que pot ser tinguda com una hormoha
d“emmagatzemament d“energia, secretada principalment
durant 1°influx d”aliments exdgens, mentre que el glu
cagS pot considerar-se com una hormona d“alliberament

d“energia que mobilitza reserves enddgenes.

La JuxtaposiciS de les c8l.lules beta i alfa
pot ser considerada una simple unitat funcional bicg
l,lular,A partir de les éccions diametralment oposades
de llurs respectives hormones controla el moviment de
‘glucosa jcerts aMinodcids endins i enfora de les cél.du
les del cos en funcid de les necessitats d“energia

i de 1”aportacidé exdgena de la mateixa (Unger, 1.971),
B) Hormona del creixement.
La somatotropina, o hormona del creixement,esti

mula, la mobilitzacié d“dcids grassos des del teixit

adipdés. Aix8 causa una elevacid del nivell plasmatic
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dels cossos cetdnics, que ocasiona una disminucid del
consum de glucosa per part de la cél.lula muscular,
aixf com un increment de la gluconeogénesi hepatica

(Ketterer, 1,957).
C) Adrenaliha.

Actua, sobre tot, en situacions tenses en qué
€s necessari un consum addicional d“energia, estimu-
lant 1%activitat de la fosforilasa i de la triglice-
ridolipasa. La conseqiiéncia &s un augment de la gluco
gendlisi i la hidrdlisi de triglicérids, tot augmentant
el nivell de glucosa i acids grassos en sang (Dieterle,

1.970).
D) Cortisol.

Els glucocdrticoides interfereixen en la uti =
litzacid de la glucosa sanguinia oposant-se a 1°accid
degradatdria de la glucdlisi. Al mateix temps incremen
ten la gluconeogénesi hepatica i muscular (Baruch,1.973).
Aix® ocasiona que la glucosa no sigui convenientment
retirada del torrent circulatori i que s“origini, per
tant, una situacid d“intolerdncia a la glucosa en els

casos d“hipercorticisme.
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E) Tiroxina.

La meitat, aproximadament, dels malalts amb hi
pertiroidisme presenten una alteracid de la tolerinqia
a la glucosa (Emmer, '1.971). Com que hi ha una elevada
resposta insulinica a la sobrecarrega de glucosa, s ha
postulat un antagonisme en front de la insulina que po
dria estar lligat a un augﬁent de la concentracid sé-

‘rica d“acids grassos lliures (Dieterle, 1,969)., -

El principal mecanisme d“accidé de la majoria de
les hormones esmentades sembla ser un augment dels ni
vells d“c=AMP, via una activacid de l”adenilciclasa o
una inhibicid de la fosfodiesterasa (Siegenthaler, 1977).
El c-AMP estimula la glucogendlisi, la lipdlisi i.la
gluconeogénesi hepatica (Sutherland, 1.965), accions

inverses a les de la insulina.
F) Insulinasa,
Aguest enzim, que probablement és una glutatid-

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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funcié és degradar la insulina. Per aixd, en la malal
tia renal severa la vida mitjana de la insulina augmen
ta, podent-se originar, per tant, hipoglucémies. El fet
de que en l°embards la tolerancia a la giucosa empit-
jori podria ser degut a una hipoinsulinémia causada

per una més gran degradacid de la insulina (Freinkel,
1.962), encara que altres estudis semblen desmentir-ho

(Bellman, 1,975).
G) Sinalblmina.

La fraccid albumina del sérum d“alguns pacients
diabétics é&s capa§ d“inhibir en certa mesura 1l acciéd
de la insulina en 1“assaig bioldgic, es a dir 1l esti=-
mulacid de la captacid de glUcosa pel diafragma de ra
ta. Aixd va portar a pensar que en el sérum d“aquestes
persones hi havia un antagonista de la insulina anome
nat sinalblmina 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 més probable &s que la sinalbl-
mina sigui un artefacte procedent de 1l extraccid dal

bGmina del sérum (Ensinck, 1.967).
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2.2. DIABETIS MELLITUS I ALTRES CATEGORIES D’INTOLERAN -
CIA A LA GLUCOSA.

La diabetis mellitus i les seves complicacions
constitueixen -1la tercera causa de la mortalitat en els
paisos industrialitzats, precedida només per les malal
ties cardiovasculars i el cdncer. Les consequéncies eco
ndmiques i socials sdn de gran importancia degut a 1°e

levada incidéncia i improbable reversibilitat.

Tot i que la simptomatologia aguda de la diabe
tis, sovint de caracter letal, pugui controlar-se amb
la terapéutica insulinica, les complicacions a llarg
termini redueixen l”esperanga de vida en un terg. -Com
parats amb els no diabétics, els diabétics presenten
un percentatge de ceguera vint-i-cinc vegades més gran,
disset vegades méé gran-per les malalties Eenals, cinc
vegades per la gangrena i dues per les cardiopaties

(Notkins, 1.979).

Molts aspectes de la diabetis no estan gens acla
rits, perd sembla cert que la sindrome diabética ve do

nada per un conjunt heterogeni de malalties que s“hau-



ran d“anar esbrinant i classificant de manera indepen
dent a mesura que es vagin adquirint els coneixements

necessaris per a fer=ho.
2.2.1. Histdria.

La diabetis mellitus és una malaltia coneguda
des de 1°Edad Antiga. La primera descripcid dels seus
simptomes es troba al papirus d° Ebers (Egipte), que
data de l1%any 1.500 a.C. En el segle II d.C., Areteus
de Capaddcia va denominar-la diabetes, paraula grega
que vol dir "c&rrer a través d“un sifdé". La descriu
aixi: "&s un estrany mal que consisteix en que la carn
i els ossos flueixen junts per 1“orina". Al segle VI
els metges hindls varen adonar-se que l1°orina dels dia
bétics tenia un gust dolg. No obstant aix8, fins al se
gle XVIII el gust dolg no es va identificar com gluco
sa, afegint-1"hi ia paréula mellitus, &s a dir, gust de

mel.

A partir de 1°any 1.889, quan Minkowski i von
Mering descubriren que el pancreas secretava una subs
tiancia capa¢ de regular el metabolisme de la glucosa,

els avengos en el coneixement i terapeltica d“aquesta



malaltia van lligats estretament a la insulina.

2.2.2, Descripcid.

La diabetis mellitus primaria o idiopatica és
un desordre metabdlic, genéticament determinat, ca-
racteritzat per una deficiéncia absoluta o relativa
d“insulina. Quan es manifesta clinicament de manera
plena, es caracteritza per hiperglucémia en dejd,
malaltia vascular ateroesclerdtica i microangiopatica

aixi com neuropatia.

Cal distingir la diabetis mellitus prih&ria de
les formes secundaries de diabetis o intolerdncia als
carbohidrats que resulten de la destruccié del pancre
as a consequéncia de malaltia o d°intervencid quiridr-
gica, de malaltia endocrina amb excessiva secrecid de
glucocorticoides,'hormoha del creixement, aldosterona,
catecolamines, glucagd o somatostatina, de 1 adminis-
tracid d“esteroides o farmacs o de malaltia del siste
ma nervids central. També hi ha sindromes gendtiques
associades a la intolerdncia a la glucosa (Rimoin,

1.971).

Fa unes quantes décades qualsevol definicid de



diabetis mellitus posava molt d“emfasi en la preséncia
continua d“hiperglucémia i glucosdria. Actualment enca
ra es considera una condicid molt important, bé que no
indispensable. Les tipiques manifestacions wasculars

i neuroldgiques poden donar-se en pacients amb predis
posicibé genética, tot i tenir una intolerdncia a la glu

cosa moderada i la glucémia dins els marges. normals.

Una definicid de qué &s la intolerdncia a la
glucosa és dificil, ja que no hi ha una clara separa-
cié entre tolerdncia normal i anormal que es basi en
factors diferents.de les dades bioquimiques. D”altra
banda no s“ha trobat una distribucid bimodal, sind con
tinua, entre el metabolisme normal i patoldgic dels
carbohidrats (Fajans, 1.,965). En tot cas, cal tenir
sempre en compte a l°hora de fixar criteris diagndstics,
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 dels diferents tipus de la mateixa.
Des del punt de vista clinic hom reconeix dos

tipus de diabetis mellitus primdria o idiopatica. En

la diabetis de tipus juvenil, segons la nomenclatura
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antiga, o del tipus I segons l1l"actual, hi ha upa de-
ficiéncia insulinica completa. E1 pacient és propens

a la cetosi i depén de la insulina exdgena per a la
seva supervivéncia. Normalmant, aquest tipus de diabe
tis &s reconegut durant la infincia o 1“adolescéncia.
No obstant aixd, pot aparéixer a qualsevol edat. Quan
no és tractada, ve associada amb simptomes aguts se-
cundaris a la deficiéncia insulinica, com ara polil-
ria, polidipsia, polifdgia, pérdua de pes, fatiga, et
cdtera. L altre tipus principal &s la diabetis del
adult, en nomenclatura antiga, o del tipus II en nomen
clatura actual. Aquesta diabetis &s insulinoindependent
en tant que el pacient no presenta cetosi quan no és
tractat amb insulina exdgena, com el cas de la diabe-
tis del tipus I. Per aquest motiu se l“anomena cetosi-
resistent. Malgrat aixd hi ha casos en que hom reqﬂe-
reix la terapéutica insulinica per a corregir la hi-
perglucémia en deji. En altres casos aquest objectiu
pot acomplir-se amb una dieta adequada, a més de farmacs
orals. La diabetis de tipus II no s“associa, normalment,
a simptomes d“insuficiéncia insulinica, i gairebé sem
pre es diagnostica a persones d“edat mitjana o avanga
da. No obstant aixd 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 pacients amb aquest tipus
de diabetis (Fajans, 1.976), Més endevant é’exposen

els criteris per a la classificacid de la diabetis me
llitus i altres categories d“intolerancia a la glucosa

(242¢7¢) 6

Les manifestacions bioquimiques i cliniques de
la diabetis formen un ventall que va de la forma assimp
tomatica fins a la que cursa amb descompensacions meta
bdliques agudes (cetoacidosi, coma hiperosmolar), o amb
complicacions crdniques o associacions (complicacions
de 1°embards, cataractes, neubopaties, aterosclerosis,
microangiopaties), Com que la hiperglucémia i les com-
plicacions crdniques es troben tant en la diabetis ju-
venil, tipus I, com en la diabetis del adult, tipus II
i com que ocasionalment ambddés poden donar-se en indi-
vidus d“una mateixa familia, s"havia pensat que només
hi havia una difer&ncia quantitativa en el defecte de
secrecid insulinica i en les seqlUeles consegients. No
obstant aixd, s“ha acumulat evidéncia de que hi ha he
terogeneitat en la diabetis mellitus idiopatica en els
seglients aspectes: 1) heréncia, 2) factors ambientals,
3) resposta insulinica a la sobrecarrega de glucosa, i

4) prevaléncia de malaltia vascular, Sembla que la dia



betis idiopatica no &s una simple malaltia, sind

una sindrome que comprén diverses malalties, D“aquesta

manera podria comparar-se a la hipertensid, que és oca

sionada per diversos mecanismes patogenétics, cadascun

dels quals, perd, pot associar-se a les mateixes compli

cacions vasculars (Fajans, 1.979).

2,2.3, Etiologia i patogénesi de la diabetis mellitus.

En la diabetis mellitus primdria sembla que hi
ha involucrats a la vegada factors genétics i ambien-
tals. Diversos factors ambientals, sobreposats a dife
rents susceptibilitats genétiques, poden ser importants

en la patogénesi de les diverses formes de la malaltia.

De 1°estudi dels diferents factors s“arriba a
lé conclusid de que existeix una marcada heterbgenei-
tat entre la diabétis iﬁsulinodependent i la diabetis
no insulinodependent (Creutzfeldt, 1.976), (Zonana,

1.976).
2.2.3.1. Influéncia dels factors genétics.

A) Analisi genealdgica.



Els models de la heréncia en la diabetis s”han
estudiat en families de nens afectats per diabetis in
sulinodependent o no insulinodependent. (Tattersall,
1.975), havent donat uns resultats que-confirmen que -
ambdds tipus de diabetis ténen origens genétics dife-

rents (MacDonald, 1.974),.
B) Sistema d“histocompatibilitat (HLA).

En la diabetis insulinodependent s“ha trobat
una suéceptibilitat genética lligada al sistema HLA,
La recerca d una aisociacié entre el sistema HLA i una
malaltia concreta té més probabilitats d“éxit quan es
déna amb més freqléncia en membres de determinades fa
mliies i semblen presents els virus i 1“autoimmunitat.
En la diabetis insulinodependent es donen totes aques
tes circumstancies. Els gens anomentats determinants
de la resposta immune formen part, probablement, del
sistema HLA. Si aixd és cert, l1°associacid 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 associacid primi-

ria a determinants de la resposta immune (Sveigaard,

1,976).
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HLA-B8, BW1l5, B18, A1, Cw3, DW3 i DWA s“han tro
bat amb més freqléncia en la diabetis insuliﬁodependent
perd no en la diabetis no insulinodependent. En els sub
jectes que ténen dos d“aquests = antigens, el risc sem-
bla additiu, suggerint que podria venir per dos mecanis
mes diferents. B7 i BS5 s“han trobat amb una fregliéncia
disminuida en la diabetis insulinodependent perd no en
la diabetis no insulinodependent. Aixdé reforga el con-
cepte de que ambd®és tipus de diabetis sén dues entitats
nosoldgiques diferents..Es probable que en la diabetis
insulinodependent, al marge de l“edat d“inici, hi ha-
gin un o més gens que puguin incrementar la susceptibi
litat de la cel.lula beta a deteriorar-se, al permetre
la interaccid d“un virus amb antigens especifics de 1la
membrana cel,lular, Si aquesta interaccid no aconsegueix
eliminar un virus infectiu, pot ocasicnar-se una inva-
sié virica directa, amb la conseglient destruccié de les
cgl.lules beta. Alternativément, aquesta interaccid en-
tre el virus i el receptor de membrana pot modificar
adversament una resposta immune, resultant-ne un procés
autoimmune amb destruccid de les cél.lules beta per mit
ji de la immunitat cel.lular. D”altra banda, els anti-
gens B7 i BS 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
drgano-especifica de tipus cel.lular, emprant dues téc
nigues "in vitro",., Una és la prova d“inhibicid de 1la
migracid leucocitaria. S’han trobat resultats positius
utilitzant extractes de pancreas de porc, vedella i
persones normals (aixi com cél.lules d”insulinoma) com
antigen. La mateixa prevaléncia de proves positives
s“esdevé al marge de que el pacient tingui o no antico
ss0s anti-cél.lula beta o gque se 1°hi hagi administrat
insulina. L%altre &s la prova de transformacid limfoci
taria. La transformacid de 1limfdcits induida per mitd-
gens que els converteixen en c@l.,lules blastiques és
una important alternativa per a 1“estudi de la immuni-
tat cel.lular. Amb aquestes i altres proves s“ha arri-
bat a la conclusid de que la diabetis insulinodependent

pot molt benser una malaltia d“autoagressid (Huang,1.976).
D) Immunitat humoral.
En una bona part de pacients amb diabetis insu-
linodependent - s“han detectat anticossos circulants di

rigits contra cél.lules d”insulinoma humid. Aquests an-

ticossos no estaven relacionats amb 1”administracid

38



d“insulina exdgena 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. Influéncia dels factors ambientals.

Factors ambientals, sobreposats a una predispo
sicidé hereditaria, poden ser essencials per al desen-
rotllament d“una diabetis clinica. Els factors ambien-
tals que poden precipitar la irrupcid de la malaltia
sdn variats. Recentment, els virus han estat implicats
en la patogénia de la diabetis insulihodependent, men—
tre que factors nutricionals sembla ser que juguin un
important paper en la patogénesi de la diabetis no in

sulinodependent (Ross, 1,976).

Una variacié-estacional en la incidéncia de la
diabetis insulinodependent d“irrupcid juvenil ha estat
observada.Aixd significa que aquests factors ambientals
poden ser de tipus viric. Alguns virus han estat con-
siderats com a possibles responsables, entre els guals
hi ha el virus Coxsackie 84, el de les galteres, hepa-
titis, rubéola, etcétera. No obstant aixd, les proves

aportades sén moltes vegades contradictdries i incon-
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clusives. La diabetis podria ser el resultat d“una sé
rie d“infeccions que haurien acumulat el dany pancrea
tic. Una altra possibilitat seria que la infeccid vi-
ral desencadenés una reaccidé autoimmune, que un cop

iniciada continuaria destruint la cél.lula beta.

En el cas de la diabetis no insulinodependent ,
que té& una predisposicié genética de tipus diferent,
serien uns altres els factors que conduirien a la hi-
perglucémia, com ara, la sobrenutricid, la obesitat o

1°embaras (Tattersall, 1.975).

2.2.4, Historia natural i curs de la diabetis mellitus.

La histdria natural de les dues formes de diébg
tis idiopatica, la insulinodependent i la no insulino-
dependent, si no es tracten d“una manera adequada es
caracteritza per 1°aparicid de complicacions agudes,
com ara el quadre d“hiperosmolaritat i altres concomi-
tants que afecten diversos organs i sistemes. La cetoaci
dosi estd, sobre tot, limitada a la varietat insulinode
pendent, encara que ocasionalment pugui donar-se en pa
cients insulinoindependents sotmesos a certes circums-
tdncies de " gtpress ", com ara, pneumdnia, intervencions

quirGrgiques, cremades i traumes emocionals i fisics.
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Les complicacions concomitants de la sindrome
diabética sbn de tipus crdnic 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 diferéncies molt importants. Cal des-
tacar que la major causa de morbilitat i mortalitat
en diabétics insulinodependents &s la nefropatia dia-
bética i les seves seqleles, que inclouen azotémia,
acidosi tubular, i pericarditis urémica, entre d al-
tres, La principal causa de mortalitat i morbilitat en
diabétics no insulidependents &s la malaltia isquémica
corondria i les seves seqlleles.

Quan aquests signes clinics sén presents, la dia
betis es troba en el més avangat dels seus estadis i
s“anomena diabetis manifesta o franca. Abans, perd,
d“arribar a aquesta_sitdaéié pot ser que l“individu
diabétic hagi passat per unes etapes en qué les anoma-
lies eren detectables, només, per métodes biométrics.
Aquestes diferents etapes de la diabetis mellitus va-
ren ser definides 1“any 1.965 per un grup d“experts so
ta 1°encarrec de 1°Organitzacié Mundial de la Salut
(WHO Expert Committee, 1.965) de la seglent manera:

I Diabetis potencial (pre-diabetis).
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Aquesta situacid &s prdpia de persones que te-
nen grans probabilitats de patir diabetis, malgrat no
presentar, encara, cap simptoma i tenir valors normals

de la prova de sbbrecérrgga oral de glucosa.
Hom considera diabé&tics potencials:

a) Germans bessons uniovulars de diabétics.

b) Persones amb pare i mare diabétics, o bé un
d“ells diabétic i 1”altre fill o germd d“un diabétic.

c) Dones que han donat 1lum a nadons, vius o
morts, amb més de 4,5 kg de pes, o bé& prematurs no de

guts a incompatibilitat de Rh, amb hiperpldsia dels

illots de Langerhans del pancreas.

El terme prediabetis també es pot emprar en el
cas d“una diagnosi retrospectiva, referida al periode
de vida transcorregut entre la concepcid i la confirma

cid de que hom pateix diabetis.
II Diabetis latent.
Aquesta situacid és prdpia de persones amb va-

lors habitualment normals en la prova de sobrecarrega-

oral de glucosa, perd que ocasionalment poden presentar-
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los patoldgics, sobre tot en condicions desfavorables
com ara l°embards, infeccions, "stress", obesitat, et-
cétera. La prova de tolerdncia a la cortisona-glucosa

pot donar valors de tipus patoldgic.
III Diabetis assimptomatica o quimica.

Aquest estat, anomenat també diabetis subclini
ca, el presenten pacients que tenen valors patoldgics
de la prova de sobrecdrrega oral de glucosa, tot i que

no presenten simptomes de diabetis mellitus.
IV Diabetis clinica.

Es 1°estat patoldgic que cursa amb els simptomes
i signes caracteristics de la diabetis mellitus. Per
aixd se 1°anomena també diabetis manifesta. De no ser
tractada convenientment causa hiperglucémia confinuada
i, moltes vegades, glucoslria., Els resultats de la pro
va de sobrecarrega oral de glucosa es disparen de mane

ra extraordinaria.

2.2.5., Intolerancia a la glucosa independent de la dia-

betis mellitus,

Hi ha una série de malalties i- circumstancies
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diverses que donen lloc a una alteracié de la tolerdn
cia a la glucosa, i en casos extrems a hipeﬁglucémia
continuada. Quan aquests fets es donen al mateix temps
que una diabetis idiopatica, poden agreujar-la extraor
dinariament. Quan es presenten sols poden arribar a
mimetitzar una diabetis auténtica. Per aquests motius
8s fonamental tenir-los en compte a l1”hora d”establir
un diagndstic. La caracteristica més comuna, guan no
hi ha involucracid pancredtica, és que la resposta in
sulinica és superior a la normal. Aixd pot entendre’s
com una reaccid del pancreas endocri als altissims ni

vells de glucosa circulant.
2.2.5.1. Afeccions pancredtiques.

La pancreatitis crdnica i els tumors pancrea-
tics sovint s”associen amb una alteracid de la tole -
rincia a la glucosa, deguda possiblement a una reduccid
de la massa de cél.lules beta funcionals (Friedlander,
1,974). L%alteracid de la tolerdncia a la glucosa ja
pot presentar-se després d“una sola crisi aguda de pan

creatitis (Johansen, 1.972).

En la majoria dels pacients amb fibrosi quis-
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tica del pancreas la tolerdncia a la glucosa empitjora;
en casos greus pot presentar-se, també, hiperglucémia
en dejl (Milunski, 1.971). La causa sembla ser una de

posicidé de teixit fibrds entre les cEl.lules beta.

En més de la meitat dels casos d hemocromatosi
es déna diabetis mellitus. No s“ha pogut deterﬁinar.
si aixd &s conseqléncia de 1°acumulacid de ferro al
pancreas, o bé d”una predisposicid genética (Dymock,

1.971).
2.2.5.2. Glucagonoma.

El glucagd eleva la produccibé de glucosa al fet
ge, perd també estimula la produccid d“insulina. Un tu
mor de les c®l,lules alfa, productor de glucagé, influ
eix poc sobre la tolerdncia a la glucosa si la funcié
de les cel.lules beta seguéix intacta (Levin, 1.968).
No obstant aixa,alguns tumors productors de glucagd do
nen lloc athiperglucémies dificils de controlar (Leich

ter, 1.975).

2.2.5,3. Sindrome de Cushing.
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Les dosis elevades de glucocorticoides interfg
reixen la utilitzacid de glucosa i incrementen la glu
coneogénesi. La tolerancia a la glucosa empitjora en
prop d“un 80 % dels pacients amb sindrome de Cushing;
hom comprova una hiperglucémia en dejG en un 20 % dels
casos, aproximadament (Emmer, 1.971). En la sindrome
de Cushing el nivell d“insulina és elevat en dejl, i
segueix augmentant amb la sobrecarrega de glucosa, si

tuacid que recorda 17 obesitat.
2.2.5.4. Acromegalia.

L“excés de 1l°hormona del creixement altera la
tolerancia a la glucosa d“un vint-i-cinc a un seixanta
per cent dels casos, provocant hiperglucémia basal en

algun d“ells (Dieterle, 1.969).
2.2.5.5. Feocromocitoma.

S“anomenen aixi els tumors de la médul.la adre
nal que segreguen adrenalina, la qual desminueix la to
lerdncia a la glucosa (Porte, 1.969), si bé el seu efec
te &s massa fugag per a provocar diabetis permanent.

Un cop extirpat el carcinoma la tolerdncia a la glucosa
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es normalitza.
2.2.5.6, Hipertiroidisme.

Aproximadament, un cinquanta per cent dels ma-
lalts amb hipertiroidisme presenten intoleridncia a la
glucosa. Sembla que la causa és una accibé antagdnica
de la tiroxina vers la insulina, ja que els nivells’

d“aquesta es troben augmentats (Emmer, 1.971).
2.2.5.7. "Stress",

L°"stress" no pot, Gnicament, agreujar l1°estat
diabétic, sind que també pot desencadenar una hiper-
glucémia, encara que no hi hagi diabetis hereditiria,
degut a 1”°augment de la secrecid de catecolamines
(Jahnke, 1.970), glqoagé i corticosteroides (Burkhardt,
1.972). Aixi, després de 1“infart de miocardi, moltes
vegades augmenta el nivell de la glucémia, i aixd pot
constituir junta&a persistent leucocitosi un signe de
mal prondstic (Modan, 1.975). La hiperglucémia condi-
cionada per 1°"stress" s“ha observat, a més a més, en
les intervencions quirdGrgiques (Russell, 1.975), des=-

prés de les cremades (Wilmore, 1.974) i després d”una
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exposicidé involuntiria al fred (Meriwhether, 1,972).
En cas darrer, perd, també &s possible una hipoglucg

mia deguda a la manca de reserves de glucogen,
2.2.5.8, Afeccions hepatiques.

Les malalties crdniques del fetge empitjoren la
tolerancia a la glucosa, com &s el cas de la cirrosi
hepitica sense hipertensid portal (Muting, 1.975).Les
hepatopaties agudes, en canvi, acostumen a ocasionar

hipoglucémies.
2.,2.5.9, Afeccions renals,

En les insuficidncies renals avangades la tole
rdncia a la glucosa estd pertorbada, podent-se donar
casos d hiperglucémia basal (Spitz, 1.970), (Hamper,
1.970). Aixd s‘aCOmhanya-de nivells elevats d“insulina
(Sorge, 1.975), aixl com d“hipertrigliceridémia, que
pot ser resultat d”“un increment de la sintesi hepati-

ca induIda per la insulina (Quereda, 1.977).

La causa de la intolerdncia a la glucosa pot

ser la retencid de substancies que haurien d“haver es-—
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tat eliminades, cosa que no va aconseguir-se degut al
mal funcionament renal (Cohen, 1.868), o bé a la hipo

potassémia (De Fronza, 1.973).

Hom reconeix que el tractament per dialisi re-
nal réssol els trastorns del metabolisme hidrocarbonat,
perd hi ha discrepdncies 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 secrecié d”“insuli
na., Aixi,-1%aldosteronisme primari, l1“adminstracid de
salurétics, certes afeccions renals, etcétera, donen

lloc a intolerdncia a la glucosa (Conn, 1.965).
2.2.5.11. Efectes secundaris medicamentosos.

Nombrosos ‘farmacs poden provocar intolerdncia a
la glucosa mitjangant una inhibicid de la secrecid in
sulinica, o bé per altres mecanismes. Aquesta accif,
capa¢ d“agreujar extraordinariament algunes diabetis
gue en principi eren benignes, pot arribar a provocar

un coma hiperosmolar.
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Com a fdrmacs susceptibles d”alterar la toleran
cia a la glucosa poden esmentar-se elsdilrétics tiazi-
dics, el diazdxid 1la difenilhidantoIna, etcétera (Do

llery, 1.971) (Levin, 1.972).
2:2.D+12 Obesitat.

Es un fet evident que l°cbesitat empitjora la
tolerancia a la glucosa en molpes 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“ob
serva una correlacid positiva entre el grau d“obesitat
i la secrecid d”insulina, tant si hi ha intolerincia
a la glucosa com si no n“hi ha. Aquesta hipersecrecis. ~-
dels obesos és, doncs, un caracter adquirit ja que re
trocedeix amb la pérdua de pes (Felig, 1.971). No es
coneixen bé les causes d“aquesta hipersecrecid, si bé
s“han proposat gran hombre'd’explicacions. Aixi, s“ha
atribult a una resisténcia del teixit adipds hipertrd
fic(Salans, 1.968), (Salans, 1.971), a una disminucié
de la sensibilitat periférica que provocaria una hiper
secrecid compensadora (Butterfield, 1.965), a la pre-
séncia d“antagonistes de la insulina (Davison, 1.972),
a una hiperfuncid suprarenal que donaria com a conse-

qUéncia una gluconeogénesi augmentada per efecte dels



corticosteroides, que es compensaria amb una hiperse_
crecié insulinica (Schteingart, 1.965), etcétera. Estu
dis realitzats amb models animals indiquen que la obe
sitat &s una condicid progressiva que comprén dues fa
ses principals; en la primera encara no hi ha resistég
cia a la insulina, mentre que en la darrera la resis=
téncia a la insulina &s ostensible (Jeanrenaud, 1.979).
En la primera fase de l°obesitat els Gnics teixits que
presenten alguna alteracid sén el fetge i el teixit a
dipbés que sbn sobreestimulats per un excés d“insulina
que ocasiona una elevada secrecié de VLDL-triglicérid
per part del fetge, i una excessiva captﬁcié del mateix
per part del teixit adipés. No obstant aixd, aquest
procés és reversible i es torna a la normalitat quan
baixen els nivells d“insdlina circulant (Assimacopou_
los=-Jeannet, 1.976). En la darrera fase de 1l obesitat,
la hiperinsulinémia esdevé molt més pronunciada i a
més a més, apareix un estat de resistdncia a la insu-
lina que afecta al fetge, al mGscul, i al teixit adi-
pds. Al mateix temps, hi ha un descens del nombre de
receptors insulinics, si bé aixd cal atribuir-ho a la
hiperinsulinémia, ja que quan aquesta baixa,el nombre
de receptors insulinics torna a ser normal, Estudis

realitzats amb limfdcits T activats haurien demostrat
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que l°obesitat per si sola podria fer disminuir tanma
teix el nombre de receptors insulinics, cosa'que també
passaria amb la diabetis no insulinodependent, essent
aquest descens independent de la concentracil d“insuli

na (Helderman, 1.980).

Les persones obeses amb intolerdncia a la gluco
sa podria ser que tinguessin una reserva insulinica
inferior a la de les que, tot i ser obeses, tenen nor
mal la tolerdncia a la glucosa (Beck, 1.964). Per aquest
motiu, la secrecidé insulinica, tot i ser considerable
ment superior a la dels individus normals no obesos,
seria insuficient per a mantenir la glucémia dintre

dels limits normals (Felig, 1.971).

2.2,6, Relacibns entre intolerdncia a la glucosa i dis-

lipémies.

Es ben conegut que la diabetis mellitus pot do
nar lloc a hiperlipoproteinémies secunddries del tipus
I, IV i V, aix6 és, les que eslcaracteritzen per un aug
ment del triglicérid séric. D"altra banda, també sem-
bla que la hipertrigliceridémia enddgena pot donaf lloc

a una intolerancia a la glucosa (Sailer, 1,968).
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Semblen existir tres sindromes a l”entorn da
questes interrelacions que semblen realment éomplexes.
D°una banda la hipertrigliceridémia, en pacients amb
minimes anomalies en la tolerancia a la glucosa, s’es
devé conjuntament amb una pérdua de la sensibilitat a
la insulina, caracteritzant-se per Uuna elevacid
del triglicérid corresponent a lipoproteines de molt
baixa densitat (VLDL-TG) (Berstein, 1.978). S“ha sug-
gerit que en agquest cas, les elevades concentracions
de triglicérid plasmatic sén secundaries a increments
de la secrecid de triglicérid de VLDL pel fetge. A
1°altra banda de l“espectre es tropen els subjectes
amb una absoluta deficiéncia insulinica, en els quals
la hipertrigliceridémia es deu, probablement, a una
deficientleliminacié del triglicérid del plasma,de~
gut a la manca absoluta d“insulina (Risser, 1.978).La
tercera sindrome clinica afecta la hipertrigliceridé-
mia en pacients amb diabetis no insulinodependent amb
hiperglucémia en dejd, La causa de la hipertrigliceri
démia en aquests pacients és dubtosa. Mesuraments di-
rectes del ritme de secrecib de triglicérid de VLDL
suggereixen que la hipertrigliceridémia &s secundiria
a un increment en l°esmentada secrecid (Nikkili, .1.977).

D°altra banda, un descens en 1l activitat de la lipopro
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teIinlipasa del teixit adipds, ha portat el suggeriment
que el responsable dels elevats nivells de tfiglicérid
és la deficient eliminacid dels mateixos (Pykdlistd,

1,878)

* Els baixos nivells de colesterol HDL, aixd és,
la fraccid que forma part de les lipoproteines d alta
densitat, s“associen clarament amb un increment del
risc de malaltia isquémica corondria (Miller, 1,975).
L°efecte "benefactor" del colesterol HDL s“ha relacio
nat amb la seva funcid transportadora, i per 1%accid
de competir en els receptors de LDL en la superficie
cel,lular (Carew, 1976). Entre els diabétics es troba
una prevaléncia d‘hiperlipoprotéinémia i malaltia is_
guémica corondria forga considerable, perd no es rela
ciona directament amb la severitat de la diabetis, me
surada en funcid del grau d“insulinodepéndencia (Sau-
dek, 1.979). Pacients amb diabetis manifesta, tant in
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 més gran

ppevaléncia de malaltiea iSQUéMiqueS ‘cor'onif‘ies entre

els diabétics.

Quan s“estudia la relacid entre la concentracid
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plasmdtica d“insulina i el colesterol HDL en una pobla
cid de subjectes no diabétics, 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 epidemioldgics
portats a terme a Franga per la Unité de Recherches
Statistiques de 1°Institut National de la Santé et la
Recherche Médicale, han portat a la conclusid de que
els nivells alts d“insulina poden constituir un factor
independent de risc de complicacions cardiaques coro_
niries en homes no diabétics d“edat madura (Ducimetié

re, 1.980).

2.2.7. Classificacid de la diabetis mellitus i altres

categories d“intolerdncia 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
revisid de nomenclatura, criteris diagndstics i clas-
sificacid de la diabetis mellitus, en _qué s intentés
buscar un consens internacional. La necessitat sorgi

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
tolerdncia a la glucosa, que portava com a cbnseqﬂén-
cia que les dades sorgides de diferents centres fossin
dificils de comparar entre si, amb la conseglent pér-
dua d“utilitat i eficdcia. A més a més, mentre s acu=-
mulava l°evidéncia de que la diabetis é&s una malaltia
heterogénia, no hi havia un acord general per a classi
ficar la sindrome en funcid de 1°etiologia o de les ma
nifestacions cliniques. Aquests factors han fet difi-
cil de calibrar l1°impacte de la diabetis i les seves
complicacions, aixi com de determinar l°epidemiologia
dels diferents tipus de la malaltia. Com a conseqlén-
cia, va considerar-se essencial l1l°establiment d“una
terminologia escaient i uniforme, aixi com d”una clas
sificacidé funcional i operativa que reflectis els co-
neixements actuals sobre la malaltia. Per a acomplir
aquesta tasca, un grup de treball internacional va reu
nir-se sota els auspicis del National Diabetes Data
Group del National Institutes of Health, dels Estats
Units. Fruit d“aquests treballs va ser un document que
va circular ampliament per bona part dels ambients in
teressats en el 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-

llits els suggeriments va sortir l‘gnforme definitiu
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(National Diabetes Data Group, 1,979). Posteriorment,
va reunir-se un comité d“experts de 1°Organitzacid
Mundial de la Salut -en la qual es recolliren els punts
més importants de l”“anterior document, proposant-se
aquesta classificacid com un marc uniforme on es situ
€s la conducta Elinica i la investigacidé epidemioldgi

ca (WHO Expert Committee, 1.980).

.Els objectius de la classificacid foren els se

glents:

1. Servir com a una base uniforme, en la qual
es pugui conduir i planificar la recerca en diabetolo
gia incloent-hi causes, tractament, aparicié de compli
cacions i prevenciéd.

2. Servir com a marc per a la recollida de da~
des epidemioldgiques sobré l1°etiologia, histdria natu
ral i 1°impacte de la diabetis i les seves complicaci

ons en poblacions diverses arreu del mén,
3. Ajudar al clinic a categoritzar pacients amb

diversos graus d”“intolerdncia a la glucosa o posseint

caracteristiques que els col.loquin en situacid espe-
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cial de risc de desenrotllar una diabetis.

La terminologia i el sistema de classificaciéd

hagueren de seguir els seglents requeriments:

1. Cal definir les classes de manera que siguin
mﬁtuament,‘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 canvil de caracteristiques en un moment do

nat, i per tant calgui reclasificar-lo.

2. La classificacidé ha de basar-se en mesures
i observacions descriptives, facilment obtenibles i

amb significat bioldgic.

3. Les classes cal que siguin tan precises i
ben definides compermetin els actuals coneixements de
l°etiopatologia de la diabetis, de manera que cada cla

sse contingui una poblacid el maxim d“homogénia.
4, La terminologia ha de ser precisa i ben de-

finida, describint 1°expressié fenotipica de 1”anoma-

lia tant com sigui possible.
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5. La classificacid cal que sigui susceptible
a la incorporacid de les noves aportacions sobre 1°e-

tiopatologia de la diabetis.

La classificacié resultant va constar de trescla
-sses cliniques principals, ultra la inclusid d“algu
nes fases que formen part de la histdoria natural de

la malaltia.
2.2.7.1. Diabetis mellitus.

En els darrers anys ha quedat ben estabiert que
la diabetis mellitus és un grup heterogeni de desor-=-
dres, tant des del punt de vista genétic com del cli-
nic. L”heterogeneItat que hi ha en la sindrome diabéti
ca té importants implicacions en la recerca i en la
conduccidé de la diabetis; primer, diferents factors ge
nétics i d'etiologia-ambiehtal poden donar fenotipus
diabétics semblants, i segon, diferents trastorns agru
pats sota la qualificacid de diabetics poden ser nota
blement diferents en patogénesi i histdria natural, ai
x1 com en les respostes terapéutiques i mesures profi

lactiques.

2.2.7.1.1, Tipus I: diabetis mellitus insulinodependent.
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Ccom s”ha vist anteriorment (2.2.2, i 2.2,3) a=-
questa forma de diabetis es caracteritza, clfnicament,
per l°abrupta irrupcid dels simptomes, la insulinopé-
nia i la dependéncia de les injeccions d“insulina exd
gena, aixi com la tendéncia a la cetosi. Normalment”
es déna en gent jove, encara que aix0 no exclou que pg.
gui debutar a qualsevol edat. Semblen importants els
determinants genétics, expressats per l”associacid amb
augment o descens de la freqUéncia de certs antigens
d“histocompatibilitat HLA, en el cromosoma 6. La presén
cia d”“anomalies immunoldgiques i anticossos anti-cél,1lu

la beta poden tenir implicacions etioldgiques.

2.2,7,1.2, Tipus II: diabetis mellitus no insulinode-

pendent.

Agquest segoﬁ 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 1%adult ("maturity-onset
diabetes"), ja que el seu inici es dbna, quasi sempre,
a la maduresa de la vida. Nc obstant aixd, cal abando
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 transmissid heredi-

tiria del tipus autosdmica dominant. Aquestes persones
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no sdn insulinodependents, en el sentit de que no cal
administrar-els-hi insulina exdgena per a prévenir la
cetosi, encara que de vegades s”“els hi administri per
a fer-els=hi disminuir la glucémia. Aproximadament
d“un seixanta a un noranta per cent dels pacients. amb
diabetis no insulinodependent sdn obesos. En aquests,
la tolerdncia a la glucosa millora amb la pérdua de
pes. La hiperinsulinémia i la resisténcia a la insuli
na s6n molt caracteristiques 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 dels quals es coneixen les relacions
etioldgiques, com ara, la diabetis secundaria a malal
ties pancredtiques, endocrinoldgiques o iatrdgenes. En
altres, la relacid etioldgica es sospita degut a 1l e-
levada freqUéncia de l1“associacid de la diabetis amb

la sindrome o condicib.




Cadascun dels tipus de diabetis descrit té ca-
racteristiques que el distingeixen dels altres dos. No
obstant aixd, hi ha vegades en qué pot resultar difi-
cil assignar un individu a una classe ja que no es dis
posa de prbu informacibé. Per exemple, distingir entre
un diabétic insulinodependent i un pacient prim amb
diabetis no insulinodependent a qui se 1°hi ha pres-
crit tractament amb insulina, requeriria que se 1°hi
deixés d“administrar insulina i se 1°hi controlés lla
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 se
cundiria a altres condicions, pot ser que no s“hagin
fet, i per aguest motiu alguns pacients siguin incorreg
tament classificats com a diabétics insulinodependents.
D“altra banda, hi ha etapes en la histdria natural de
cadascun dels tipus de diabetis meliitus que mimitit-
zen caracteristiques d°altres tipus, com ara. la fase
de remissid de la diabetis insulinodependent o la ce=-
tonlria que poden presentar pacients amb diabetis no
insulinodependents sotmesos a "stress" metabdlic. Si
aquestes etapes temporals es consideren de manera al-
llada en comptes d“inserir-les en el context de la pro

gressié de la malaltia, es faran classificacions errd
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nies.
2.2.7.2. Tolerancia a la glucosa alterada.

com a conseqlUé&ncia d“estudis prospectius allarg
termini amb poblacions de diversos palsos (Birmingham
Diabetes Survey Working Party, 1.962), (Bennet, 1,876)
(Zimmet, 1.978), (O0°Sullivan, 1.968), varen poder-se
obtenir les bases cientifiques Gtils per a definir una
condicid de tolerdncia a la glucosa alterada, en la
cual les concentracions de glucosa plasmatica en deji
sdn inferiors a la requerida per a diagnosticar una
diabetis mellitus, i les éoncentracions de glucosa plas
matica en resposta a la prova de tolerancia a la gluco
sa oral sdn intermédies entre les normals i les diab§
tiques. Aixi, doncs, la prova de tolerdncia a la gluco
sa oral és necessaria per a situar un individu en a -

aquesta classe.

Mentre gque els individus col.locats en aquesta
classe no es poden considerar diabétics, tenen un risc
més elevat que la resta de la poblacid d“adquirir una

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

cosa alterada representa un estadi de la histdria natu

ral d“una diabetis no insulinodependent (i menys fre-=:



qlUentment insulinodependent), podent=-se esperar que
d’un 1 a un % de les persones amb tolerdncia a la
glucosa alterada arribaran cada any a tenir una diabe
tis manifesta. No obstant aixd, molts dels qui havien
tingut intolerdncia a la glucosa tornen espontdniament
a una situacidé normal i una important part de les per
sones afectades roman en aquesta categoria molts anys.
Per aixd, a f1 i efecte d”evitar 1l°estigma psicoldgic
i socioecondmic del terme diabetis, és més apropiat
designar la seva situacibé com a tolerdncia a la gluco
sa alterada, recomanant que els termes diabetis quimi
ca, subclinica, assimptomdtica i latent siguin abando

nats.

L’interds per detectar els casos de tolerincia
a la glucosa alterada descansa en la possibilitaf din
fluir per a evitar la progressidé cap a la diabetis cli
nica, o per a detectar la diabetis abans qué es desen
rotlli i prevenir o amillorar les complicacions prdpies
d“aguesta malaltia. No obstant aixd,l”estudi prospectiu
a llarg termini realitzat a Bedford, Anglaterra, (Sharp,
1.964), no va donar cap evidéncia de que el tractament

amb tolbutamida pogués prevenir l°aparicié 'de diabetis

clinica en aquest grup. Una millora en la toleridncia a
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la glucosa pot aconseguir-se a curt termini mitjangant
una restriccid caldrica, o pérdua de pes, encara que
es desconeixi quiné és la influéncia a llarg termini
que aixd pot tenir sobre el desenrotllament d“una dia
betis clinica. Encara que en les persones amb tolerdn
cia a la glucosa alterada no s“observen complicacions
renals ni de retina, molts estudis d”aquesta poblacid
han mostrat una prevaléncia iricrementada de malaltia.
arterial, anomalies electrocardiogrdfiques i mortali-
tat, aixi com una incrementada susceptibilitat a la
malaltia arteriosclerdtica associada amb altres cone-
guts factors de risc, com ara hipertensid, hiperlipi
démia i adipositat. Aixi, doncs, la tolerancia a lal
glucosa alterada pot tenir implicacions prodbstiqueé
- en subjectes altrament sans, la qual cosa fa gque no

es pugui, en absolut, menystenir,
2.2.7.3 Diabetis gestacional,

Aquesta classe es restringeix a dones embarassa
des en les quals la irrupcidé, o descubriment, de la
diabetis o tolerdncia a la glucosa alterada s”esdevé
durant 1°embaris. Aixi, una dona diapética que quedi em
barassada no s“inclou en aquesta classe. A més a més,

quan 1°embards s“acaba cal classificar-la com a diabd
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tica o amb toleradncia a la glucosa alterada, si els

seus nivells de glucosa plasmatica, deSprés del part,
assoleixen els nivells requerits, o bé com a persona
amb intolerdncia a la glucosa prévia si sén normals.

Aquest darrer cas és el més freqlent.

La diabetis gestacional es recomana com a classe
separada degut a les especials caracteristiques de la
diabetis que es dbna en l”embards.. Pacients amb una
diabetis assimptomatica, recentment diagnosticada en
1°embards, en les quals no hi ha una histdria obstétri
ca adversa i en les quals un bon control pot obtenir-
se simplement amb dieta, encara tenen un risc incremen
tat de morbilitat i mortalitat perinatal (O°Sullivan,
1,971). També hi ha una més gran freqléncia de pérdua

‘de viabilitat fetal (0°Sullivan, 1,973).

Des del punt de vista clinic el reconeixement

d“una dizbetis gestacional és important degut a:

l. En els llocs on s“estd en condicions de con
trolar amb eficdcia els embarassos d“alt risc, la tera
néutica pot prevenir molta de la mortalitat i morbili-

tat perinatal associades.
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2. Aguestes dones tenen un risc més gran de tor.

narsse diabétiques cinc o deu anys després del part.

Del 1 al 2 % de totes les embarassédes presen=
ten diabetis gestacional. Les indicacions per a la prac
tica d“una prova de tolerancia a la glucosa en danes
embarassades inclouen glucoslria, casos de diabetis en
parents de primer grau, preséncia de parts prematurs o
aborts en la histdria clinica de la pacient, la presén
cia d”una malformacidé fetal en un embards previ, 1 ha
ver donat a 1llum un nadd excessivament pesat, l°obesi-
tat, 1°edat avangcada i el portar cinc o més bessons
(Stowers, 1.975). La preséncia de més d”un d”aquests

factors de risc é&s especialment significativa.

Durant l°embards, especialment en el tercer tei
mestre, es déna una disminucié de la tolerdncia a la
glucosa, i els nivells normals sén, per tant, diferents
dels de les persones no embarassades. Per tant, els cri
teris de tolerancia a la glucosa en dones embarassades

sén diferents dels de la resta de persones.

2,2.7.4. Anormalitat prévia de la toleridncia a la glu-

cosa.
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Aquesta classe és restringida a aquelles perso
nes amb tolerdncia a la glucosa normal, pero que han
mostrat en alguna ocasid hiperglucémia diabética o to
lerdncia a la glucosa alterada, be espontaniament be

en resposta a estimuls identificats,

Antigament s“havia utilitzat el terme prediabe
tis, o també el de diabetis latent, per a descriure a
questa situacid; de totes maneres les persones amb
anormalitat prévia de la tolerdncia a la glucosa no
sbén diab&tiques, i per tant no és apropiat 1°Gs d”a-
quests termes, particularment a la llum de les san-
cions psicosoeials i econdmiques que podrien imposar-

se a unes persones pel fet de ser anomenades diabéti-

ques,

Les dones que han tingut una diabetis gestacio
nal i han tornat a tenir una tolerancia a la glucosa
normal després del part, constitueixen obviament una
subclasse dintre 1“anormalitat prévia de la toleridncia
a la glucosa, Tanmateix, l“embards és, possiblement,
l"éfress" metabdlic associat amb més freqlencia a
la intolerancia a la glucosa, i per aquest motiu, i
degut a la importdncia d“aquest estat, s“ha definit

una classe especial que inclou les dones que presen-
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ten intolerdncia a la glucosa durant 1l°embards. No obs
tant aixd, un cop l”embards s“ha acabat cal reclassifi
car acuestes persones; si la tolerancia a la glucosa
torna als nivells normals, s”inclouran dintre 1“anoma-
lia prévia de la tolerdncia a la glucosa, i si roman
dintre dels nivells d“intolerancia a la glucosa o dia

betis es consideraran com a tals.

Altres grups interessants . sén els de persones
obeses que un cob s“han aprimat recuperen la normali=-
tat de la tolerdncia a la glucosa, els de pacients que
en la fase aguda d“un infart de miocardi han presentat
hiperglucémia i/o intolerdncia a la glucésa, persones
que han sofert traumatismes com ara cremades, accidents
que han ocasionat lesions Jdssies, ferides de guerra,’
cirurgia abdominal,infeccions, etcétera. Com que la
interpretacid de la prova de tolerdncia a la glucosa
s“aplica només a persones altrament sanes i en régim
ambulatori (2.3.4 ) sotmesos a unes condicions‘acuré
dament estandarditzades, i no a individus sotmesos a
malaltia crdnica o aguda, la interpretacié d“una into
lerancia a la glucosa en molts dels estats descrits

anteriorment é&s altament glUestionable.

2.2.7.5. Anormalitat potencial de la toleradncia a la
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glucosa.

Aquesta &s una classe de risc estadistic que in
clou persones que no han tingut mai intolerdncia a la
glucosa,perd que tenen un risc més alt que el de la
resta de la gent d“arribar a adquirir una diabetis, de
gut a diversos motius, L anormalitat potencial de 1la
tolerdancia a la glucosa no es pot mai aplicar com un
diagndstic a un pacient, encara que el coneixement dels
factors que incrementen el risc de diabetis pot ser vé
1id per a aconsellar pacients no diabétics. E1 propd-
sit de la inclusid 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 bessd monocigdtic d“un diabétic no
insulinodependent, un parent de primer grau (pare, ger
ma, fill) d“un diabétic no insulinodependent, indivi-
dus obesos,mareé de nadons que pesaven al néixer més
de cinc kg i membres de grups racials o étnics gue te
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 insulinodepen
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dent inclouen (de major a menor risc) persones amb an
ticossos pancredtics, bessons monocigdtics d“un diabg
tic insulinodependent i fills de diabdties insulinode
pendents amb HLA idéntic, haploidéntic o no idéntic.

El grau de risc per a cadascuna d”“aquestes circumstan
cies encara no estd ben establert i més estudis amb
grups de persones d aquestes caracteristiques serien ne

cessaris,

‘Anteriorment s“havien emprat els termes predia
betis i diabetis latent per a descriure la situacid
de les persones d“aquest grup. No obstant aixd, la to
lerdncia a la glucosa d'aquesteé persones €s normal,
i els termes prediabétic i diabétic potencial no sdén
escaients per les mateixes raons adduides al parlar de
les classes: a) tolerdncia a la glucosa alterada i b)
anormalitat prévia de la tolerancia a la glucosa, fo-
namentades sobre tot, en les possibles conseqléncies
desfavorables d“etiquetar una persona com a diabétic,
cara al seu futur psicoldgica4.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, INVESTIGACIO BIOLOGICA DE LA INTOLERANCIA A LA GLU_
COSA.

2.3.1. Glucoslria.

La preséncia en 1} “orina de glucosa“en concen=-
tracions francament superiors a les fisioldgiques, que
es troben al voltant de 1,1 mmol/L, és deguda a la in
capacitat de. les cél.lules tubulars del rony8 de fos-
forilar i reabsorbir la glucosé que és filtrada pel
glomérul quan la glucémia ultrapassa el llindar de re
absorcid tubular, que normalment = &s de 9,9 a 11,0
mmol/L. Algunes vegades, perd, aquest llindar &s molt
més baix i apareix glucoslria en persones que tenen
glucémies normals, situacid que s”anomena de glucosl-

ria renal,

Les concentracions de glucosa en orina de pa-
cients hiperglucémics pot variar de 5,5 a 55,0 mmol/L

(Joslin, 1.958).

Aquesta determinacid s“utilitza en gran mesura
per aﬁlf"screening“d‘émplies 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 medicaciéb.
2.3,2. cetonGria,

L“acidosi cetoaciddsica que es produeix en les
diabetis insulinodependents descompensades pot detec
tar-se per la preséncia de cossos cetdnics a 1°orina,
on sén excretats en grans quantitats, fins i tot abans
d“elevar-se considerablement en la sang (Stone, 1.970).
Per aixd és molt extesa la investigacid de la presén-
6ia de cossos cetdnics en orina per a detectar possi-
bles diabetis descompensades (Gordon, 1.971). També
és Gtil per a discriminar el coma cetoacidlsic de 1°hi

perosmolar,
2.3.3. Glucémia.

La glucémia sol determinar-se en sang total ca
pil.lar, com s“acostuma a fer als paisos centroeuropeus,
o bé& en plasma o sérum vends,modalitat més extesa als
Estats Units i també& a casa nostra. Hi ha dos factors
que han de tenir-se presents a l1“hora d“avaluar els re
sultats si hom vol que siguin comparables: d“una banda

la variacidé fisioldgica arteriovenosa, que pot assolir
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importants diferéncies postprandials (Lind, 1.973) i

d“altre 1analitica sang total-plasma o séruﬁ (Dillon,
1.965). La interferéncia que poden causar certes subs
tidncies presents a les hematies i la major significa-
cié bioldgica de la glucosa plasmatica, ja que la glu
cosa de.les hematies no intervé directament en les re
accions metabdliques de les cél.lules, fan que sigui

preferible la determinacid en sérum o plasma.

La determinacid de la concentracid de glucosa
en sérum procedent d una sang extreta estant el pa-
cient en dejd des de vuit a deu hores abans, és la pro
va més sol.licitada als laboratoris d“andlisis clini-
ques., La seva gran importancia es deu al fet de que
quan s“ultrapassencerts nivells pot donar-se per segu
ra la preséncia de diabetis mellitys. Segons les reco
manacions del National Diabetes Data Group (1,9879),
quan en una persona ia COnéentracié de glucosa sérica
basal excedeix els 7,8 mmol/L en mé&s d“una ocasid, es
tractard d“un cas de diabetis mellitus. Els valors en
adults, sense comptar-hi les embarassades, sdn infe-
riors a 6,4 mmol/L. En els casos en qué la concentra-
cié estigui compresa entre 6,4 i 7,8 mmol/L caldra

practicar una prova d“estimulacid per a resoldre 17am
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biglUitat. Aquestes xifres es basen en determinacions
efectuades per qualsevol dels seglents métodes: Hexo-
quinasa, glucosa oxidasa, o-tolulIdina, Somogy-Nelson,
ferricianur i ngocuprqina (aquests dos darrers apli=-
cats a 1"Autoanalyzer). S°han de fer notar que la pre
tesa equivaléncia d“acuests métodes és molt qllestiona-
ble i d”altra banda no es donen dades sobre la imprecisid
analitica de les determinacions que han donat lloc a

_l‘establimeht_dels esmentats limits.

La determinacid de la glucémia post-prandial,
a les diues hores, aproximadament, d“haver pres un heﬂ
jar ric en hidrats de carboni, té& una sensibilitat diag
ndstica més gran que la glucémia basal, ja que pot de
tectar casos d‘intole}éncia a la glucosa en que no
s“altera la glucémia basal. Per tant tindria un interés
més gran cara 1°"screening". No obstant aixd, la manca
de normalitzacid fa due no es pugui a2valuar d“una manera
acequada. En general es considera que la glucémia
postprandial - a les dues hores d“haver menjat ha de
ser igual o inferior a la basal. En tot cas, devant de
resultats andmals cal una confirmacid mitjangant una

prova normalitzada.

2.3.4. Prova de tolerdncia a la glucosa oral,
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El procediment per a la practica 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 1“any 1,979, amb un-Gnic
canvi, consistent en qué 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 maxim de 75 g). Aquesta dosi era un compro-
mis entre els 50 g ampliament usats a Eukopa i els

100 g, més freqUents als Estats Units,

Diversos factors impulsaren aquesta recomanacid:
En primer lloc, semblava extremadament desitjable 1°a
ssoliment d“una estandarditzacid internacional en la
prictica de la prova de tolerdncia 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
és prou provocativa per a detectar alguns casos, en
els quals pot detectar-se intolerdncia a la dluaosa
amb dosis més altes, mentfe que una dosi de 100 g pot

causar ndusea. Finalment, s"ha mostrat que les dife
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réncies en els nivells de glucosa plasmatica durant
la prova de tolerdncia sén virtualment independents
de la dosi, en subjectes normals. Les diferéncies no
sén significatives, en absolut, entre dosis de 75 i
100 g. En persones amb tolerdncia a la glucosa altera
da poden donar-se diferéncies importants, de fins a
2,7 mmol/L en la glucémia a les dues hores, segons.

que la dosi sigui de 50 o 100 g.

La prova de tolerdancia 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 bioldgic com de l”analitic. La prova s”ha de
practicar al mati, després de tres dies de dieta sen-

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

carbohidrafs. Durant aquest periode s“ha de portar una

activitat fisica normal., E1l pacient ha d“estar en de-

JjG des d“almenys deu hores abans, perd no més 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 extraccid en dejG, s”ad
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ministra la glucosa en una concentracid no més 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”inter
pretacid dels resultats 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 (0°Su-
llivan, 1,964).

. -

Si es possible, les mostres cal que siguin de

sang venosa i recollides en tubs que continguin un con

servador que eviti la glucdlisi.

La interpretacié dels nivells de glucosa plasma
tica en dejl i durant la prova de tolerdncia s”han ba
sat en criteris diversos; West enumera, almenys, 17
criteris per a interpretar la prova de tolerancia a la
glucosa (West, 1.978). D“aquests, els que s“han apli-
cat amb més freqUéncia sdn els de la Public Health Ser
vice dels 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°Organitzacid
Mundial de la Salut (Expert Committee on Diabetes Me-
llitus, World Health Organisation, 1.965). En general,
els valors que impliquen diagndstic de diabetis sén
unes concentracions de glucosa plasmatica superiors a
10,0-10,8 mmol/L a 1°hora, i a 7,8-8,9 mmol/L a les
dues hores. No obstant aixd, proves que resulten pato
13giques per uns criteris, sén normals per a altres,
donant com a conseqUéncia una gran variabilitat en

les estimacions sobre la prevaléncia de la diabetis

(Kobberling, 1.870).

En general no existeix una linia de divisid cla
ra entre els nivells de glucosa plasmiatica basal, i en
el curs de la prova de tolerincia a la glucosa, dels
subjectes diabétics i els dels no diabétics. Amb rares
excepcions, la distribucid de freqliéncies en la majo-
ria de les poblacions mostra una distribucid continua
unimodal, assimétrica en els nivells més alts (Gordon,
1.964); cap caracteristica d“aquesta corba no permet
distingir els diabétics dels normals. En canvi, els in
dis americans i algunes poblacions micronésiques (Ben
net, 1.976) (Zimmet, 1.978), si que exhibeixen una dis

tribucid bimodal entre no diabétics, en els quals els



nivells de glucosa plasmiatica a les dues hores és in-
ferior a 11,1 mmol/L, i diabétics, en els que la glu=-
cosa plasmatica a les dues hores &s superior a 13,3
mmol/L. La mateixa distribucid bimodal existeix per a
la glucosa plasmatica basal, en qué un valor d”aproxi
madament 7,8 mmol/L divideix les dues modes. Com que

en les altres poblacions aquesta bimodalitat no es dd
na, s“ha hagut de prendre una decisié arbitraria, fona
mentada en criteris estadistics (Fajans i‘'Conn), de
consens de grups d“experts (Public Health Service, USA)
(Organitzacié Mundial de la Salut) o estudis propectius
a llarg termini amb extraccid de conclusions provisio

nals (British Diabetic Association).
En el seu informe el National Diabetes Data Gﬁg
up intenta recopilar totes les dades disponibles, ela-

borant les seglents recomanacions:

El terme diabetis mellitus s”aplicard a les per

sones que compleixin, almenys, una de les condicions,

1. Simptomes manifestos de diabetis i hiperglu

cémia inequivoca.
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2. Nivells basals de glucosa plasmatica supe=

riors a 7,8 mmol/L, en més d“una ocasid.

3. Nivells de glucosa plasmatica en la prova de
tolerdncia a la glucosa oral que excedeixin els 11,1
mmol/L, tant a les dues hores de l°administracid de la
dosi de glucosa com en qualsevol punt temporal comprés

entre les O i les 2 hores, en més d“una ocasié.

Es considera que tenen tolerancia a la glucosa
alterada els casos en qué es donin totes les segilents

condicions:

1. Nivells basals de glucosa plasmatica inferi

ors a 7,8 mmol/L.

2. Els nivells de glucosa plasmitica dels punts
temporals compresos entre els 30 i els S0 minuts, infe

riors a 11,1 mmol/L.
3. Els valors de la glucosa plasmitica a les

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

7,8 mmol/L.
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Quan es tracta de poblacid infantil les condi-
cions per a considerar que existeix una intolerancia

a la glucosa sén només dues,

1. Concentracid de glucosa sérica en condicions

basals inferior a 7,8 mmol/L.

2. Concentracid de glucosa sérica a les dues

hores superior a 7,8 mmol/L,

Es considerard que la toleridncia a la glucosa

és normal quan es compleixi,

1. Concentracid de glucosa sérica en condicions

basals inferior a 6,4 mmol/L.

2. Concentracid de glucosa sérica a les dues

hores inferior a 7,8 mmol/L.

3. Concentracid de glucosa sérica entre els 30

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

Per a la poblacid infantil queden reduldes a

dues,
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1. Concentracid de glucosa sérica en condicions

basals inferior a 7,2 mmol/L.

2. Concentracid de glucosa sérica a les dues

hores inferior a 7,8 mmol/L.

Per a dones embarassades continuen considerant-
se vigents els criteris de 0°Sullivan (0“Sullivan,
1.964), segons els quals es classifica com a diabetis
gestacional els casos en qué dos o més valors ultrapa

ssin els seglents limits,

1. Concentracidé de glucosa sérica en condicions

basals, 5,8 mmol/L.

2. Concentracid de glucosa sérica al cap d“una

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

3. Concentracid de glucosa sérica a les dues

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

4, Concentracid de glucosa sérica al cap de tres

‘hores de la ingestid de 100 g de glucosa, 8,1 mmol/L.

Aquests criteris han de ser considerats, tal

S z 5 “
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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 sbn wvdlids per a la majoria de casos, no
deixen d“existir algunes situacions ambiglles (Kobber-

ling, 1.979).

En la reunid celeb?ada 1%any 1.979 a Zagreb pe
1°European Association for the Study of Diabetes, va
proposar-se una certa variant dels 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 ingestid de 75 g de glucosa excedissin

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

2, Tolerdncia a la glucosa alterada, quan la
concentracid de glucosa sérica en condicions basals
fos inferior a 7,8 mmol/L i a les dues hores de la in
gestid de 75 g de glucosa superior a 7,8 mmol/L perd

inferior a 11,0 mmol/L.

Aquests criteris sbn més restrictius que els

r
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del National Diabetes Data Group basant-se en el fet
de que el diagndstic de diabetis mellitus ha d“ésser

inequivoc (Keen, 1.979).

2.3.5. Altres proves per a avaluar la tolerancia a la

glucosa,

En el transcurs del temps han estat descrites
un - bon nombre de proves alternatives o complementaries
a la prova de sébrecérrega oral. Encara que puguin pre
sentar alguns avantatges, com ara una sensibilitat més
gran, els criteris actuals de diagnosi només tenen en
compte la prova oral, com s“ha vist abans. No obstant
aixd, degut a.la notable difusid que han tingut es des

criuen 1 discuteixen succintament en agquest text.

2.3.5.1. Prova de tolerdncia 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 concentracid de
glucosa sérica de cada mostra. En un paper semilogarit

mic s“expressen els valors de les glucoses sériques en
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front del temps. La grafica resultant ha de ser una

recta, de la qual es calcula el pendent i en funcié

d” aquest s”avalua la tolerdncia a la glucosa,

La seva practica, normalment, es destina a la

investigacid o bé en casos de pacients amb trastorns

gastrointestinals que interfereixen 1°absorcid normal

de

glucosa. Entre els avantatges d“aquesta prova pot

esmentar-se que evita variables prdpies de 1“absorcié

gastrointestinal, s“avalua amb un sol nlmero (el pen=-

dent de la recta), té una durada més curta que la pro

va oral i s”eviten les sensacions de nausea. Els seus

principals inconvenients sbén que la prova intravenosa

és menys fisioldgica que 1°oral, ja que la ruta oral

és
la
al

la

la normal per a l°entrada d“aliments, estimulant-se

secrecid d“algunes hormones gastrointestinals que
seu torn tenen un efecte altament significatiu en

secrecid i 1°accid de la insulina. D“altra banda,

aquesta prova &s menys sensible que la de sobrecarre-

ga oral per a detectar moderades intolerdncies a la

glucosa.

2.3.5.2., Prova intravenosa de la tolbutamida.

Després de la injeccid intravenosa de tolbuta-
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mida ha de produir-se un descens de la concentracid
de glucosa sérica, Ja que s“estimula la secrecid d“in
sulina. Quan el descens és inferior a un 23% al cap
de mitja hora, pot sospitar-se l“existéncia d“una dia
betis. La principal aplicacid d“aquesta prova és la
discriminacid de les intolerdncies a la glucosa que
no alteren la secrecid insulinica, com ara les hepato

paties de la diabetis mellitus primiria.
2.3.5,3., Prova de tolerdncia a la cortisona-glucosa.

Préviament a la prova de sobreciarga oral de glu
cosa o a la prova intravenosa de tolerancia a la gluco
sa s“administra cortisona.Aixd permet detectar respos—
tes anormals en persones que no les presentarien sen-—

se la potenciacid de la cortisona.

2.3.6, Insulina sérica.

Les concentracions d“insulina sérica en condi=-
cions basals sdn francament disminuIdes en les diabe-
tis insulinodependents. En canvi, no hi han diferén-
cies notables.entre les de les persones normals i les

dels pacients amb diabetis no insulinodependent de
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qualsevol grau d“intensitat (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 tolerdancia a la glu
cosa oral, s“han proposat com una manera de millorar
el valor diagndstic de la mateixa. Els valors s”han ex
pressat de nombroses maneres, com ara la relacid insu
lina/glucosa (Chiles, 1.970) o bé la relacid increments
de glucosa/increments d“insulina (Danowski, 1.973). En
els pacients amb diabetis benigna la resposta insulini
ca a la sobrecarrega oral de glucosa és superior a la
de les persones normals, perd els indexs insulinogénics,
gue sbén els quocients entre els sumatoris dels incre-
ments d“insulina i els increments de glucosa, sén in-

feriors (Seltzer, 1.967).

La prova de sobrecarrega de glucosa amb determi
nacid de nivells d“insulina no ha estat gaire emprada,
segurament degut al cost de la realitzacid de nombroses
determinacions d“insulina i a la dificultat en la in=-
terpretacié de les dades obtingudes (Howanitz, 1.979),

entre altres coses per la heterogeneitat de la diabe=



tis mellitus en quant a la resposta insulinica (Fajans,

1,979).

2.3.7. Hemoglobina glucosilada.

L°andlisi de 1“hemoglobina dels eritrdcits a-
dults normals posa en evidéncia un cert nombre de frac
cions menors, Aixi, doncs, en una electroforesi en tam
pé acetat a'pH 6,2 es separa l1°hemoglobina A en cinc
fraccions menors amb mobilitats diferents. Entre aques
tes fraccions pot identificar-se 1“hemoglobina A1, que
representa d“un 3 a un 6 % de 1“hemoglobina total. En
alguns diabétics la taxa d”hemoglobina A;, augmenta
d“una manera significativa, podent arribar a represen
tar un 18 % (Dolhofer, 1.978), L hemoglobina A3, dife-l
reix de 1°hemoglobina Aj degut a una glucosilacid de
la cadena beta a nivell de la resta valina de 1%extre
mitat N-terminal, Aquesta glucosilacid nc necessita
la intervencié d“enzims i pot realitzar-se "in vitro"
incubant hemoglobina normal en preséncia de glucosa.

La funcid aldehid d’aquest gllcid es condensa amb 1la

funcid amina de la valina_per a formar una base de Schiff,

amb una posterior transformacid d“Amadori que acondu-

eix a un lligam estable (Figura 2.4.) (Burr, 1,976).
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HC=0 HC=N— A CH,—NH—pBA

HJ"OH HCOH =0
HOCH HOCH HOJ‘H
BA—NH, + !_: ———— é —Amador|,

~ HCOH * HCOH . HCOH

HCOH HCOH HJ:OH
H,OH é’HgOH H,0H
Glucose Aldimine Ketoamine
(Schiff base)

Hb A » pre'Au e — Hb A]c

Figura 2,4, Glucosilacié d“una molécula d“hemoglobina.



La reaccid transcorre molt més depressa si hom substi
tueix la glucosa per glucosa 6-fosfat, fructosa 6-fos
fat, fructosa 1,6-difosfatogliceraldehid 3-fosfat.A
quests intermediaris de la glucdlisi donarien lloc a

'la formacid d“altres hemoglobines menors (Stevens,1.,977)

En un subjecte normoglucémic la glucosilacid es
realitza lentament., Un eritrdcit jove no conté hemo-
globines glucosilades. Aquestes apareixen al llarg de
la vida de 1°eritrdcit, que per terme mig és de 120
dies, d“una manera progressiva. En el cas d un esfat
hiperglucémic, la concentracid de glucosa a 1“interior
dels eritrdcits augmenta sensiblement, car en aguestes
cél,lules la insulina no controla el pas de glucosa a
través de la membrana. Aixi, doncs, la concentracid
intraeritrocitaria de glucosa depén de la concentracid
de la gluccsa plasmiatica i per tant la formacidé d“hemo
globines glucosilades &s més rdapida com més elevada si
gui aquesta. D“aguesta manera la concentracid d“hemo-
globina Aj. és funcid de la glucémia mitjana en perio
des bastant llargsd”aproximadament dues o tres setmanes.
D“aqui v& que a través de la taxa d”hemoglobina gluco
silada puguin quantificar-se les hiperglucémies perllon

gades amb molta eficacia (Gonen, 1.977).
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Cal remarcar que la majoria de les complicacions
de la diabetis (angiopaties, nefropaties i neuropati=-
es) es donen en teixits insulino-independents i que
per tant reaccionen com els eritrdcits a la hiperglu-.
cémia, Per aixd s”espera que la glucosilacid de péptids
pugui aportar en el futur algun aclariment a la cone-

ixenga de l“etiologia de les esmentades complicacions.

Quan una molécula d“hemoglobina es glucosila. en
1°extremitat N=terminal d“una cadena beta esdevé inac-
cessible a la modulacié de la seva afinitat per 1%oxi
gen en funcid de les variacions de la concentracid de
2-3 difosfoglicerat. Malgrat aixd, no s“ha vist que
aquest fenomen tingués cap repercussid de tipus patoldgic
degut,probablement, al fet de que ddhuc en els diabé-'
tics més mal controlats queda almenys un 85% d“hemoglo

bina funcional.

La determinacié de l1°hemoglobina A;, pot efec-
tuar-se per cromatografia d“intercanvi idnic, isoelec
trofocalitzacid o cromatografia liquid-liquid. També
s“han presentat técniques simplificades de céomatogrg
fia en columna en qué es valora el conjunt de les hemo

globines Al,;, A1g2s Ajp i Aj.. Com que la fraccid
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Ay. és molt més gran que les altres sembla que aquesta
determinacid conjunta pot substituir amb eficdcia la de

1°hemoglobina A4, individualitzada (Trivelli, 1.971).
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3. REVISIO BIBLIOGRAFICA DE L“ENZIMO
" IMMUNOANALISI HETEROGENIA.
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3.1. INTRODUCCIO

Les andlisis immunoldgiques van substituint ré
pidament altres métodeé usats per a detectar o quanti
ficar substidncies amb importants propietats bioldgiques
o farmacoldgiques, Els elevats nivells de sensibilitat
i especificitat assolits per aquest tipus de proves
sén conseqliéncia de 1°alta afinitat i especificitat
de la unid reversible d“antigens a anticossos i de 1°e
xisténcia de métodes de conjugacid dels antigens o an
ticossos amb marcadors amb gran sensibilitat per a ser
detectats (isdtops radiactius,'fIUOréfors, ferritina,
radicals lliures, bacteridfags i enzims). Encara que
els isdtops radiactius siguin els marcadors més corrent
ment usats, les immunoandlisis que utilitzen enzims eé

tan en continua expansid.

'Entre les primeres aplicacions dels enzims com
a marcadors es troba 1°0Gs de conjugats enzim-anticds
per a detectar i localitzar components cel,lulars an-
tigénics per microscopia (Avrameas, 1,976), Després
1°Gs de conjugats enzim-anticos i enzim-antigen va ex
tendre’s a diverses immunoandlisis (Engvall, 1,971),

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

quen en dos grups principals:

1) EIA heterogénies en les quals, 1“antigen o
anticds marcats amb un enzim que queden en excés, es
separen del complex enzim-antigen-anticds abans de

la mesura de l%activitat enzimatica.

2) EIA homogénies, en les quals l”activitat en
zimdtica de 1%antigen marcat es mesuraen preséncia
del complex anticdés-—antigen marcat que té la pnart en

zimatica inhibida estéricament.

El principi ELISA (Enzyme=linked Immunosorbent
Assay) és una enzimoimmunoandlisi heterogénia, basada
en els mateixos principis de la radioimmunoanalisi
(RIA). La diferdncia més important entre ELISA i RIA
és que en la primera s®utilitza un enzim com a marcador
de l1”antigen o anticds, mentre que en la segona &s un
isStop radiocactiu. Igual com en la RIA on l”antigen o
anticds marcat oue no forma complex es separa del que
1°ha format, 1°ELISA inclou una separacid del complex

d antigeni anticds marcat enzimdticament de 1%anticds

o antigen marcat enzimaticament que es trobi lliure.



L activitat enzimitica de la fraccié unida o de la frac
cié 1lliure es quantifica per la conversid, catalitzada
per 1°enzim, d“un substrat relativament no cromatic o

no fluorescent en un producte altament cromdtic o fluo

rescent,

El métode ELISA té alguns avantatges sobre la
RIA., Els isdtops usats amb més .freqliéncia en la RIA
sén el 1125 i e1 1737 Qque tenen vides mitjanes curtes
i que quan s’incorporen a diverses substancies poden
destruir les estructures moleculars amb les seves des
integracions radiocactives, A més a més, 1l“execucid de
1la RIA requereix precaucions especials degut al risc
que per a la salut suposen els materials radioactius.
Els materials marcats enzimdticament no sdn perillosos,
tenen una vida més llarga i donen lloc a un efecte d“am
plificacid grdcies a la propietat dels enzims de reno
var els substrats sobre els que actuen.No obstant aixB,
una de les limitacions de les técniques ELISA rau en
la relativa manca de control de les reaccions d“acobla
ment dels enzims marcadors, comparades amb els procedi
ment de marcatge radioisotdpic. A més a més, la purifi
cacié d“una substancia marcada amb un enzim moltes ve
gades és dificil o bé poc pridctica (Wisdom, 1.976), (Vo
ller, 1.978), (0°Sullivan, 1.979), (Oellerich, 1.980).



3.2, CLASSIFICACIO DE LES TECNIQUES ELISA.

A continuacid es ddna una breu descripcid de
les diferents variants de les técniques basades en el
principi ELISA, Les diverses proves s“han classificat
com competitives o no competitives(immunoqnzimbmétriqués)
depenent de si ha un pas de la reaccid en el qual un
antigen unit a un enzim o lligat a una fase sdlida com
peteixen per'un'aeferminat'nombré de llocs d“enllag de
l°anticds, o bé si 1“antigen o anticds que ha de mesu
rar-se es deixa que reaccioni amb un excés de reactiu
immunoldgic, quantificant-se després l°abast de la reac

‘cid antigen-anticds (Clark, 1,980).

3.2.1. Proves competitives amb conjugat antigen-enzim,

En aquesta técnica (Figura 3.1) la primera ope
racid és 1°acoblament fisic o quimic d“un anticds a
una fase sdlida (pasi1). Després de rentar 1°anticds en
excés (pas 2) s“incuba amb una solucid que conté una
quantitat fixa d“antigen marcat enzimdticament en pre
séncia d“antigen no marcat procedent d“un estandard o
una mostra problema (pas 3a) o bé& en abséncia del ma-

teix (pas3b). Aquesta mescla conté un agent humectant



y Fixacid de 1°anticds a la fase sd ida.
2 Rentat.

3. Incubacid amb antigen marcat amb 1zim en pre-
séncia (a) o abséncia (b) d“stidnd rd o mostra
contenint antigen.

P o D |
288 goe

4, Rentat

5. Incubacid amb substrat (o) i mesu a del producte
(o).
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Figura 3.1, ELISA competitiu emprant onjugat antigen-=

enzim i anticds immobilit at.
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.per a disminuir 1“adsorcid inespecffica del conjugat~
antigen-enzim a la fase sdlida. Després d“una incuba-
cié a temperatura constant fins que s“assoleixi 1%equi
libri i un rentat amb 1°agent humectant s’incuba a tem
peratura constant amb substrat enzimatic (pas 5). Lla-
vors,la reaccid enzimdtica es para i la concentracid
del producte es determiné per colorimetria o fluorime-
tria. Les concentracions de producte mesurades sén in
versament proporcionals a les concentracions d“antigen

de l1°estandard o de la mostra problema.

3.2.2. Proves competitives amb conjungat anticds-enzim,.

En aquesta altra mena d“ELISA competitiu s“em- .
pra anticds marcat amb enzim i 1%antigen estd acoblat
a una fase sdlida. Apart d“aixé és molt semblant al mé

tode anterior,

3.2.3., Proves no competitives intervenint-hi un sol

lloc antigénic.

Aquestes técniques sén, de fet, variants de les
anteriors. Hi han dos tipus principals, un dels quals

utilitza antigen conjugat amb enzim, En comptes d‘incg
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bar antigen marcat i antigen no marcat junts amb anti
cds unit a 1z fase sdlida, els estandards i les mostres
problema s“incuben amb un lleuger excée d anticds immobi
litzat. Després de rentar, un excés d“antigen marcat
amb enzim es deixa reaccionar amb els llocs de 1”anti
cds que han quedat lliures, A partir d“aqui el proce-

diment és idéntic al descrit en 3.2.1. L%altre tipus

es diferencia per emprar anticds marcat. Els estandards .

i problemes s“incuben amb un excés moderat d“anticds
marcat i un cop assolit 17equilibri la mescla de reac
cié s”afegeig a un excés d”antigen immobilitzat que e
limina 1°excés d”anticds marcat., Igual com en els ca-
'sos anteriors la concentracid del producte de la reac
cié catalitzada per 1°enzim és inversament proporcio-
nal a la concentracidé d”estindard o problema. En amb-
dos tipus, la segona incubacid amb excés de reactiu ha
de ser prou curta perqué el Eomplexe antigen-anticds
format a la primera incubacid no es dissociI signifi-
cativament. Aixd exigeig 1°Gs d“anticossos amb elevada

afinitat.

3.2.4, Proves no competitives intervenint-hi dos llocs

- - =
antlgenlcs.

—
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En aquest tipus d“ELISA no competitiu, anomenat
també entrepd ("sandwich" ), un excés d”anticds immobi
litzat s“incuba amb 1”antigen que forma part de la mos
tra o l°estandard (Figura 3.2, pas 3). Després de ren-
tar el complex antigen-anticds immobilitzat s“incuba
amb un excés d“anticds marcat que es lliga a un dels
llocs antigénics que quedaven lliures (pas 5).Una al-
tra alternativa &8s que el segon anticds no sigui mar=-
cat i aquest es faci reaccionar amb un tercer anticds
marcat, especific per a la I4G de 1°espécie animal de
la que s“havia obtingut el segon anticds. En ambdues
variants la concentracié del producte de la reaccid ca
‘talitzada per 1°enzim (pas7) és directament proporcio
nal a la concentracid de 1“antigen determinat a la mos

tra problema o 1°estandard.

3.2.5. Proves per a mesurar anticossos,

Aquest tipus d“ELISA no competitiu, utilitzat
per a determinar la concentracid d“anticossos, es ba-
sa en 1°Gs d”antigen immobilitzat i un segon anticds,

marcat enzimaticament, dirigit contra la I,G humana.
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1. Fixacidé de 1“anticds a la fase soi da.

M M M

2, Rentat.

B Incubacid amb mostra contenint ant jen.

O
y°

0
v

4, Rentat.

5. Incubacid amb conjugat anticds-en:z n.

A
M

6. Rentat.

T Incubacidé amb substrat (o) i mesur del producte
(o).

Figura 3.2. ELISA en "sandwich" per ¢ determinar anti-

gens.
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3.3. CARACTERISTIQUES BASIQUES DE DISSENY.

Com en tota andalisi immunoldgica el factor més
important de tots &s el poder disposar d“anticossos o/
i antigens amb un elevat grau d”afinitat i especifici
tat. A part d“aixd, 1°eleccid d“un enzim per a fer de
marcador i la conjugacid del mateix amb el reactiu im
munoldgic, sén factors decissius en tota enzimoimmuno
analisi, Si aquesta es tracta d“una técnica ELISA cal
tenir en compte, també, la necessitat de lligar anti-
gen o anticds a una fase sdlida que serveixi per a im

mobilitzar-lo.

3.3.1. Seleccid de 1l°enzim.

La sensibilitat d“una andlisi enzimoimmunoldgi
ca depén de l°efecte amplificador impartit per la part
enzimdtica de la molécula de conjugat. Els enzims usats
en la preparacid del conjugat haurien d“acomplir 1les
segllents condicions per a obtenir una técnica sensible,
practicable i poc cara:

1. L°enzim hauria de ser estable a 25 i 37 ecC,
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aixi com tenir una estabilitat d”almenys 6 mesos a 4

eC.

2, L’enzim purificat hauria de ser assequible

comercialment i relativament poc car.

3. L%activitat enzimatica hauria de poder-se
mesurar mitjancant técniques colorimétriques o fluori

métriques,

4, Caldria que petites quantitats d”enzim fossin
detectables. Per aixd, l°enzim hauria de tenir una al
.ta capacitat de transformacié de substrat i el produc
te de la reaccib una absorbabilitat o fluorescéncia mo

lar gran.

5. Per a les técniques d“ELISA competitiu, 1°en
zim no s“hauria de veure afectat pels components biolé

gics de la mostra analitzada.

Els enzims que compleixen d“una manera més sa-
tisfactdria aquests requeéeriments, €ssent per tant els més
emprats en técniques ELISA, sbn la fosfatasa alcalina

d’intesti de vedell, la peroxidasa de ravei la beta-

1C5



D-galactosidasa d“Escherichia coli (Clark, 1.980).

3.3.2. Acoblament d”enzims marcadors a antigens o anti=-

COSSO0S.

E1l marcatge de proteiInes i haptens amb enzims
proporciona la possibilitat de mesurar substancies que
es troben a concentracions molt baixes, gracies a 1‘3
fecte multiplicador que té l°activitat catalitica dels
enzims, Es important, per raons Bbvies, que al provo-
car la unid 1°enzim no ha de perdre activitat.També
s’ha d”evitar un canvi en l1°estructura de les altres
"proteines que pogués modificar les seves determinants
immunoldgiques, &s a dir la capacitat de reconéixer o.
8sser reconegudes.

Aquest tipus d“enllagos es constitueixen entre
dues proteInes, ja que 1°enzim ho és també. Per tant
un dels més grans obstacles és la formacidé d“enllagos
de molécules d”enzim o de 1”altre proteina entre si,.
També cal evitar la formacid de productes polimerit-—

zats, poc susceptibles d“originar immunocandlisis sensi
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bles.
3.3.2.1.1. Métode del glutaraldehid.

Els dos grups aldehid terminals del glutaralde
hid poden lligar-se als grups amino lliures de les pro
teInes mitjangant la formacid d“una base de Schiff (Av

rameas, 1,969),

A) Procediment en una etapa.- En aquest proce=-
diment es posen en contacte 1°enzim i la segona prote
Ina en preséncia de glutaraldehid que serveix de pont.

"Normalment s utilitza per a unir I, G amb fosfatasa al

g
calina, glucosa oxidasa i lactoperoxidasa. Aquest méto
de dbna un rendimentbastant baix degut a la formacid

d“agregats d’IgG.

B) Procediment en dues etapes.- La peroxidasa
de rave no reacciona amb el glutaraldehid, probablement
degut a un bloqueig d“alguns dels seus grups amino per
part d“isocianats d“alquil presents al rave (Nahdme,
1.974). Per aixd en aqﬁest procediment es fa reaccio-
nar 1°enzim amb glutaraldehid, per activar-lo, elimi-

nant després 1°excés de glutaraldeheid. L enzim acti-
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vat es fa reaccionar amb una IgG.

3.3.2,1.2. Métode del periodat.

Aquest métode sobretot s“utilitza per a acoblar
peroxidasa de rave a proteines de pes molecular elevat,
Es fonamenta en la preséncia de grups oligosacarids
en la peroxidasa de rave, que poden ser oxidats mitjan
cant periodat a aldehids. Aquests poden reaccionar'amb
grups amino lliures de la segona proteina per a donar

bases de Schiff.
3,3,2.1.3., Métode dels compostos bifuncionals.

Les maleimides reaccionen de manera rdpida i se
lectiva, en condicions suaus, amb molécules que conte-
nen grups sulfhidril. Aquests grups poden ser introdu
Iits a les molécules que no en tenen per mercaptosucci

nilacid o reduccid de ponts disulfur,
A) 4 NN“O-FenilendimaleImida.
£s- un compost homobifuncional ja que té els dos

grups actius iguals, Uneix proteInes i enzims que tin

guin grups sulfhidril ambdés.
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B) m=MaleImidobenzoIl=N=hidroxisu

Es un compost heterobifuncional j
grups actius sdén diferents. Només una de
teines a unir ha de tenir grups sulfhidr
mitza molt 1°autopolimeritzacid, essent
simple i amb més rendiment que 1°anterio
3.3.2.1.4, Enllagos no covalents,

Poden utilitzar-se anticossos hib
dunir-se per un punt a la molécula que

'nar-se i per 1“altre a 1°enzim marcador.
3.3.2.2. Enllagos enzim-hapté.

Els métodes per enllagar enzims a
sdn basicament diferents dels utilitzats
car proteInes, si bé s“ha de tenir en cc
modalitats poden ser més grans degut a 1
litat d“haptens. Cal evitar el lligam de
tres amb activitat antigénica, ja que ai

1°avidesa de 1”°anticds peri1°hapté marcat

da cal que el lligam sigui diferent de 1

cinimida (MBS).

que els dos
les dues pro-
1. Aix6 mini

n métode més

ids capagos

a a determi-

b haptens no
per a enlla-
pte que les
gran variabi
1°enzim a cen
® reduiria
D“altra ban

usat per a u
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nir 1°hapté amb la proteiIna portadora immundgena. Si
s“emprés el mateix pont, aquest podria ser reconegut
per 1“anticds i en conseqliéncia 1°hapté marcat no es-
taria en les mateixes condicions que 1°hapté 1lliure

per a reaccionar.
3.3.2.2.1., Métode de 1°anhidrid mixt.

Es basa en una reaccidé entre un hapté amb un’
grup carboxil i un halogenur d“acil, formant-se un
anhidrid. La posterior addicid de la proteiIna ddéna

lloc a una amida que uneix 1“enzim i 1”hapté,
3.3.2,2.2, Métode de la carbodiimida,

La reaccid entre un hapté amb carboxils termi-
nals i la carbodiimida, amb posterior substitucid de
la mateixa per la proteina que va a lligar-se a 1°hap
té, és el fonament d“aquest procediment,
3.3.2,2.3. Métode dels imidats bifuncionals,

Els imidats bifuncionals poden unir-se a un hap

té que tingui grups amino lliures i posteriorment a

1°enzim g“idéntica manera, actuant aixi com a pont.
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3.3.3, Immobilitzacid d’antigens i anticossos en una

fase sblida.

Si bé s’han utilitzat diversos materials com a
fase sdlida per a immobilitzar antigens o anticossos,
els més corrents sén plastics, segurament per motius
comercials degut a la seva disponibilitat, L”absorcié
de les proteines al plastic es basa en forces febles,
generalment de naturalesa fisica. No obstant aixd,
s“han proposat alternatives per a aconseguir enllagos

covalents, molt més estables.
©3.,3.3.1, Unid mitjangant forces fisiques,

Es basen en la simple absorcidé de la proteina
a la superficie de poliestiré o "nylon" o polivinil.
L°inconvenient més greu és la feblesa d“aquesta unid
que pot donar lloc a un desacoblament quan es produeii
en operacions de rentat per a eliminar 1%excés d”anti
cbs o antigen marcats, Per aix® resulta important que
s“utilitzi una solucid de rentat adequada i que es fa
ci servir el nombre Optim de vegades. Un altre incon=-
venient és la dificultat de trobar una concentracid

homogénia d“antigen o anticds, sobre tot en lots dife
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rents, Aixd dificulta :1 “estandarditzacid (Lehtonen(1),

1,980).
3.3. 3.2 Unid per emnllagos covalents.,

S°han proposat alguns métodes d“enllag¢ covalent
gue solucionarien els problemes creats per la feblesa
de 1”atraccid fisica simple. Un d°ells consisteix en
paper activat amb bromocianogen que es diu que té més ca
pacitat d“unié per superficie de fase sdlidasaixi com
més homogenelItat entre diferents lots. No obstant aixd,
la técnica analitica &s més laboriosa que les usuals

(Lehtonen(2), 1.980),

També s”ha descrit 1°Gs d“un "nylon" tractat
amb dcid clorhidric durant un periode de temps limitat
diverses vegades,fins'a provocar una hidrdlisi parcial
que origina grups amino i carboxil lliures, Gtils per
a formar enllagos covalents amb proteines si s“utilit

zen reactius bifuncionals adequats (Handry, 1.980),
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4 MATERIAL I METODES,
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4,1, SUBJECTES ESTUDIATS.

Un total de 240 persones constitulIren el mate
rial huma de la tesi, D“acord amb llurs histories cli
niques varen ser classificats en tres grups (Quadre 4,
I), cadascun dels quals es dividi en dos, un amb els

no obesos i 1“altre amb els obesos.

Es considerd obesa ‘aquella persona que tingués
una massa corporal superior en un 20% a la que 1li co-
rrespondria per la seva algada segons la Society of
Actuaries dels Estats Units (Quadre 4,II) (National

Diabetes Data Group, 1.879).
Tots els subjectes que varen entrar a 1%estudi
eren de raga blanca i vivien a la comarca del Barcelo

nés, No s“hi inclogué cap dona embarassada.

4.1.1: Subjectes normals (N).

Constituiren 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, limit su

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

Homes
1,45
1,48
1,50
1,52
1,54
1,56 |
1,58 55,8
1,60 57,6
1,62 58,6
1,64 59,6
1,66 60,6
1,68 61,7
1,70 63,5
1,72 65,0
1,74 66,5
1,76 68,0
1,78 69,4
1,80 71,0
1.82 72,6
1,84 74,2
1,86 75,8
1,88 77,6
1,90 79,3
1,92 81,0

Dones

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

QUADRE 4 II. Relacid de la massa corporal amb 1l%alga
da per a una constitucid corporal mit-

jana, recomanat en les Conferences on
Obesity (1.973 i 1.978)

per la Society

of Actuaries, Fogarty International Cen
ter, National Institutes of Health dels

Estats Units.

116



(National Diabetes Data Group, 1,979), i els valors

de la prova oral de tolerancia a la glucosa estaven
dintre dels marges normals, aplicant els criteris de
Fajans-Conn (Fajans, 1,971). En cap cas no s havia pre
sentat mai cap simptomé carécteristic 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 distribucid per sexes fou 37 % el masculil i .63% el

-

femeni ,

En el grup format per obesos 1; mitjana de les
edats fou 33 anys amb un interval de 23 a 65, La dis-
tribucid per sexes fou 35% el masculi'i 65% el femeni.
Llurs masses corporals eren d“un 21% a un 91% superi-
ors a les ideals en funcid de 1“algada, amb una mit-

jana del 48%,

4,1.2. Subjectes amb tolerancia a la glucosa alterada

(TGA).

ConstitulIren un grup de 70 persones no obeses

i un altre de 28 persones obeses, Cap d°elles no pre-
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séntava simpmeés clinics de diabetis mellitus, perd
estaven sota vigilancia médica ja que se”ls havien tro
bat uns nivells de glucosa sérica superiors als nor-
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 distribucid per sexes fou 48% el masculil i 52% el

femeni.

En el grup format per obesbs la mitjana de les
edats fou de 48 anys amb un interval de 19 a 78. La
distribucid per sexes fou 43% el masculi i 57% el fe~
meni, Llurs masses corporals eren d”un 22% a un 73%
superiors a les que els corréSpondria per l‘algada,

amb una mitjana del 39%.

4.1.3,Subjectes amb diabetis mellitus no insulinode-

pendent (DMNID).

ConstituIren un grup de 42 persones no obeses
i un altre de 17 persones obeses, pacients del Servei

d“Endocrinologia de 1°Hospital de la Creu Roja de 1°Hos
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pitalet de Llobregat, S”els havia diagnosticat una dia
betis no insulinodependent en funcidé de la tolerancia

a la glucosa,dels simptomes clinics o d“ambdues coses,
Se seguiren uns crite?is basats en les recomanacions

del NDDG (National Diabetes Data Group, 1.979) i els
presentats a la reunid de Zagreb de 1°EASD (Keen, 1,979)

que s“aplicaren de la seglient manera:

a) Per les histdries cliniques podia descartar -
se una associacié amb sindromes diferents de la diabe
tis mellitus, amb les que es pogués establir alguna re

lacibé etioldgica.

b) No se”ls havia instaurat terapéutica insuli
nica, ni es preveia aquesta possibilitat a curt termi
ni, D°altra banda no havien presentat mai nivells anor

mals de metilcetona en sang o orina.

¢) Un 20% dels subjectes no obesos i un 28% dels
obesos s“inclogueren en la categoria de diabétics per
qué tenien unes concentracions de glucosa sérica superi
ors a 7,8 mmol/L en condicions basals i a 11,0 mmol/L
als 90 i 120 minuts de la ingesta de 75 g de glucosa,

malgrat no presentar simptomes caracteristics de diabe
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tis mellitus. Aquest és el grau d“intoleradncia a la
glucosa suficient per a considerar diab&tic un subjec
te que no presenta simptomes clinics,'segons els cri-
teris de 1°EASD presentats a la reunid de Zagreb. La
resta dels pacients, a més d“intolerdncia a la gluco-
sa, presentaven algun d“aquests simptomes: Retinopatia
comprovada per angiografia, macroangiopatia causant
d’infart de miocardi, prulja vulvar i ulceracid 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 distribucid per sexes fou 39% el masculil i 61% el

femeni.

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 distribucid per sexes fou 51% el masculi i
49% el femeni, Llurs masses corporals eren d“un 23% a
un 68% superiors a les gue els correspondria per l'ai

Ggada, amb una mitjana del 39%,
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4,2, METODOLOGIA ANALITICA.

Per a poder desenrotllar la tesi fou necessaria
1°aplicacid de técniques d“andlisi quimica i al mateix
temps tractar les dades obtingudes mitjangant métodes

estadistics adequats,

4.2,1. Determinacid de glucosa en sérum (glucosa (S)).

Les determinacions de glucosa en sérum sanguini
s“efectuaren pel métode de la hexoquinasa que és el
més especific gels disponibles actualment, havent es-

tat proposat com a métode de referéncia (Passey, 1,977).

La técnica es basa en l“accid dels enzims hexo
quinasa (HK, EC 2.7.1.1.) i glucosa-6-fosfatodeshidro
genasa (GGP=-DH, EC 1.1.1.48)., El1 primer fosforila la
‘glucosa per a donar glucosa-6=fosfat que al seu torn
és oxidada per la glucosa-6-fosfatodeshidrogenasa per
a donar 6-fosfogluconolactona, actuant el NADP com a
acceptor d“hidrogen. E1 NADPH format es correspondrai,

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

Glucosa + ATP HK : G-6P + ADP

4
G=-6P 4 NADP GﬁP-D@ gluconat=-6-P 4+ NADPH + H

3§
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La concentracié de NADPH es mesura colorimétri
cament a una longitud d“ona de 340 am un cop la reac-
cid ha quedat completada. E1 NADP en excés que quedi
sense reduir-se no pot interferir, ja que no és capacg

d“absorbir radiacions d“aquesta longitud d“ona.

Com a instrument analitic es va utilitzar un
analitzador automdtic ABA-10C (Abbot Laboratories, Di
agnostics Division, South Pasadena, Califdrnia). Es
tracta d“un analitzador monocanal discret, amb sistema
optic bicromdtic. L”aparell estd dissenyat de manera
que la cél.lula fotoeléctrica rebi, alternativament,
raigs lluminosos de dues longituds d“ona diferents. En
una d“elles la substdncia mesurada presenta una absar
cid maxima. L%altra cau fora del pic de l°espectre
d“absorcié de la substancia mesurada, perd en canvi
pot restar a dins dels d“altres substdncies que podri
en causar interferéncies. En el mddul de comandament
de 1”aparell es resten automaticament els valors de
les dues absorbancies, amb la qual cosa l“absorbancia
resultant serd més especifica. D“aquesta manera es dis
minueixen interferéncies del tipus de la causada per

la terbolesa dels sérums hiperlipidics.
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S“utilitzaren els seglents reactius, correspo_
nents al "kit" Gluco-—quantR (Boehringer Mannheim, refe

réncia 158 062):

A) Tampd NADP/ATP
tampd de de fosfat. . . 0,07 mmol/L, pH 7,8
Mg SC4 . ¢+ ¢« « « o2 s« « 4 mmol/L
NADP . ¢ o o o« .‘. « 1,5 mmol/L
ATP @ v o o o o « « « 1,4 mmol/L

B) Solucid enzimitica
glucosa-6-fosfatodeshidrogenasa 1,25 mkat/L

hexoquinasa « . « « « &« « + +» . 2,08 mkat/L

C) Reactiu de treball

Dissoldre reactiu B en reactiu A, en una pro

- porcié 1/101. Estahle 3 dies a 4 2C.

D) Estdndard de glucosa,

Precimat® glucosa, 5,55 mmol/L.

Els espécimens analitzats foren sérums obtinguts

pel procediment descrit en 4.3.2.
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La regulacid de 1“aparell fou la seglient:

Interruptor intern (FRR) normal
Posicié del fotdmetre normal
Filtres 340/380
Plat de dilucid 1:101
Temperatura 37 eC
Selector de mode End point
Temps d”andlisi 5 min
Direccid de la reaccidé uP
Revolucions del carrusel 2

Zero 0000
Decimals ) 00.00 »

Factor de calibracid calcul a
partir de

l1°estandard

El control de la imprecisid i la inexactitud va
efectuar-se mitjangant sérums tiofilitzats i valorats
de DADE (DADE Division, American Hospital Supply Cor-

poration, Miami, Florida), als seglents nivells:
N2 de lot Valor mitja Marge de confianga

Monitrol IR LTD-160 6,0 mmol/L 5,6-6,5 mmol/L
Monitrol IIR PTD=-59 12,8 mmol/L 12,2-13,7 mmol/L
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4.2.2. Determinacié de triglicérid en sérum,

El triglicérid es va determinar per un métode
completament enzimidtic amb lectura a l1“ultravioleta
proper (Wahlefeld, 1.974). Aquesta técnica es basa en
la determinacid del glicerol procedent de la hidrdli-
si enzimitica del triglicérid séric. Al mateix temps,
també es determina el glicerol endogen, perd aquest.té
una concentracié pricticament constant, que es conside

ra de 0,11 mmol/L,

En la primera fase, un complex enzimatic for-
mat per lipasa d“origen bacterid (E C 3.1.1,3) i este
rasa de fetge de porc (E C 3.1.1.1.) s“encarrega de
1°escissid del triglicérid en Qlicerol i dcids grassos.
En la reaccidé iniciadora 1°enzim gliceroquinasa ( GK,
EC 2.7.1.30) catalitza la fosforilacié del glicerol
amb consum d“ATP i rendiment d“ADP. En la reaccid au-
xiliar 1°ADP capta una molécula de fosfat del fosfoenol
piruvat, que es converteix en piruvat en una reac-
cié catalitzada per 1°enzim piruvatoquinasa (PK, EC 2.
7.1.40). La reaccid indicadora consisteix en la reduc
cid del piruvat per NADH, gracies a 1%accidé de 1°enzim

lactatodeshidrogenasa (LDH, EC 1.1.1.27).
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La seqléncia de reaccions pot esquematitzar-se

de la seglUent manera:

ligasa/esterasa

Triglicérid sglicerol + acids grassos
GI

Glicerol + ATP _, glicerol-3-fosfat + ADP

ADP 4 PEP K piruvat 4+ ATP

4 LoH

i
Piruvat + NADH + HY — Lactat + NAD

Per a cada mol de glicerol present en desapare

ixerd un altre de NADH.

Ccom a instrument analitic s“utilitza, igual com
per a la glucosa, 1°ABA-100 (veure 4.2.1), emprant el
dispositiu de lectura a la primera volta (FRR), que
permet mesurar l1°increment de l‘absqrbéncia des de 1;3

nici de la reaccid fins als cinc minuts del mateix.

S“utilitzaren els segllents reactius, correspo-
nents al "kit" Test-CombinationR Triglycerides (Boeh
ringer Mannheim, referéncia 126 012), que un cop ba-
rrejats donaven un "monoreactiu" de treball, estable
tres hores a temperatura ambient, amb la seglent com=-

posicié:
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tampd de fosfat csecessesssssenses 48 mmol/L
alblmina bovina seevesseavseaessss 2 g/L
sulfat de magnesl seseseessssescos 3,8 mmol/L
dodecil hidrogen sulfat sddic .sss 0,34 mmol/L
NADH ssossenssavensossssssnvsennnne 0,2 mmol/L
ATP sosssesosotsosossesssonscssnsae 3,0 mmel/L
fosfﬁenolpiruvat tresseesresnaens 0,35 mmol/L
lectatodeshldrogenasa ... ss00esss 100 ukat/L
piruvatoquinasa seeessseessesssees 16,8 ukat/L
lipasa seeevevecenntccnccosctonsnne 1,28 ukat/L

O8tOrABA scevverrrasrsasientrtanas 10.0 ukat/L
R
com a estdndard s“utilitzd Precimat Glicerol emb
un valor de 2,20 mmol/L (Boehringer Mannheim, referdn

clia 166 588),

La regulacid de 1aparell fou la seglent!

Interruptor intern FRR
Posicid del fotdmetre normal
Filtres 340/380
Plat de dilucié 1181
Temperatura 37 eC
Mode d“operacid Rate
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Temps d“andlisi "5 min

Direccidé de la reaccid DOWN
Revolucions del carrusel 2

Zero -500
Decimals 00.00
Factor de calibracid calculat a partir

"de l1°estiandard

Amb aquesta programacid el que es mesura és la
cinética de la desaparicid del NADH, ja que en cinc

minuts la reaccid encara no s“ha acabat.

Dels resultats obtinguts es restd el valor cons

tant de 0,11 mmol/L, atribuiIble al glicerol lliure,

Igual com en el cas de la determinacid de glu-
cosa el control de la imprecisid i la inexactitud va
realitzar-se amb sérums liofilitzats de DADE, amb els

seglents valors:

= Ne lot Valor mitja Marge de confianga

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



4,2.3. Determinacid de la fraccid d”hemoglobina gluco-

silada.

S”aplicd la técnica de cromatografia d”intercan
vi idnic, métode molt utilitzat per a separar substin

cies estructuralment similars.,

Els reactius, que formaven part del "kit" Bio -
Rad Hemoglobin A4 by Column TestR (Bio-Rad Laboratori

es, Richmond, Califdrnia), foren els seglents:

A) Reactiu d“hemdlisi.
Bter polioxietilénic, solucid aquosa al 0,33%

v/v.
B) Reactiu eluent-revelador.

Tampd de foSfat seeeeesseees PH 6,7

Cianur potdSSiC seeecsessses 0,01 mmol/L
C) Columnes cromatografiques.

Columnes de polipropilé, emplenades amb resi

na d“intercanvi catidnic, débilment &dcida.

(NOTA: E1 fabricant no facilita més dades sobre
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la composicid d“aquests reactius).

La metddica seguida fou la seglient:

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 1°hemoglobina és alliberada.

2. Un aliquota de 100 ul de la sang hemolitza-
da és dipositada damunt la resina (reactiu B), llen-

gant-se el liquid de drenatge.

3. Un cop la columna ha quedat completament dre
nada se li afegeixen 10 mL d“eluent-revelador (reactiu
B), que actua convertint la metahemoglobina en ciaﬁmg
tahemoglobina i simultiniament, Separant el component
rdpid, format per les fraccions A1a,b,c de la resta.
L°eluit es recull en tubs de vidre i s”“homogeneItza

per inversid.

4, Una aliquota de 20 uL de sang hemolitzada es

barreja smb 10 mL de 1°eluent-revelador (reactiu B).

"

5. Es mesuren les absorbancies 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 A4 que forma
part de 1°hemoglobina total es calcula aplicant la fdr

mula:

Absorbancia solucio 3 X 100 = % HbA

T - j i
5 X Absorbancia solucidé 4

Els especimens analitzats foren sangs totals

obtingudes pel procediment descrit en 4,3.2,

Donada la gran infludncia que la temperatura te
sobre els resultats obtinguts per aquest métode (Dix,
1.978), va comprovar-Se que la temperatura dels reac-
tius i de la cambra on es realitzava la prova fos en

tot moment de 25 ¢C,
L instrumental emprat fou el seglent:

Fotometre Vitatron RRP (Vitatron Scientific,

Dieren, Holanda), equipat amb microcubeta de succid.
o . R
Pipetes mecaniques Cappilettor (Labora Mannhe-

im,Mannheim, Replblica Federal d“Alemanya) per a 20 i

100 uL,
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Pipetes volumétriques de vidre (Proton, Barce-

lona).

El control de la imprecisid va realitzar-se de
terminant cada vegada una mostra del dia anterior, a-
tés que l1l°estabilitat de les mostres és de 7 dies a 4-6
°2C, D“aquesta manera pot avaluar-se la imprecisié in-
tersérie sense necessitat de disposar de materials de

control més estables (Fuentes, 1.982).

4,2.4, Determinacid d“insulina sérica per radioimmunoa-

nilisi- (insulina (S)).

La concentracié d“insulina en una mostra proble
ma es valora per la capacitat de competir amb una quan
titat fixa d“insulina marcada amb un isdtop radiocactiu
tot lligant-se a anticossos antiinsulina, els quals es-
tant units per enllagos covalents a particules de Sepha.
dex que actuen com a fase sdlida. Aquesta capacitat com
petitiva es compara amb la d“una solucid estandard d”in

sulina (Velasco, 1.973).

S°utilitza el "kit" Phadebas Insulin TestR (Phgr
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macia AB, Uppsala, Suécia), amb els segllents reactius:

teixos

(4.2.5

A) Ccomplexe Sephadex—AntiiInsulina.

125 ' ,
B) Insulina- I.ceeeeeseeB800 ngs/L =-1,11 Bqg/L
C/ Solucid tamponada de pH 7,4.

E) Estandard d”insulina.

No es varen emprar els de 1“equip sind els ma-

que es feren servir en 1°enzimoimmuncandlisi
reactiu G).

S‘utilitz%iel segllent instrumental:

Comptador de radiacions gamma Wilj. Wilj Electro

nics, Ltd. Ashford, Kent, Regne Unit.

Centrifuga Labofuge III, Heraeus Christ Gmbh,
Osterode am Harz, Replblica Federal d“Alemanya

R per a 100 uL

Pipetes mecaniques Cappilettor
Trompa d“aigua per a aspiracié de liquids. - -

Se seguil la seglent metddica:

1. Pipetejar 100 uL de les diferents solucions

estiandard a tubs de centrifuga, per duplicat.
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2. Pipetejar 100 uL de sérum problema o control,

per duplicat, a una altra série de tubs de centrifuga.

3. Pipetejar 100 uL de solucid d”insulina marca
da (reactiu B), a tots els tubs i, a més a més, a uns
altres dos tubs addicionals, els quals es tapen i es
deixen separats. Aquests tubs serviran per a mesurar

1°activitat total i no s’han d”incubar ni rentar.

4) Pipetejar 1,0 mL de suspensid de c0mp1ex-
Sephadex—-AntiInsulina (reactiu A) a cada tub, agitant

continuament,

5) Incubar a 4=5 2C de 12 a 16 hores, mantenint

els tubs tapats.

6) Centrifugar a 2000 x g durant dos minuts,
Treure els taps i repetir la centrifugacid. Aspirar
el sobrenedant fins aproximadament 5 mm del fons del

tub,
7) Rentar les particules afegint 2 mL de solu

cid de clorur sddic 154 mmol/L, centrifugant i aspi-

rant com abans., Aquest pas es repeteix tres vegades.
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8) Determinar la radiocactivitat de cada tub.

9) Construir una grafica de calibracidé en la
que figurin en ordenades (escala decimal) el percen =
tatge de radioactivitat dels estindards respecte els
blancs i en abscisses (escala logaritmica) els valors
de les concentracions d“insulina dels estandars. Per
interpolacié es trobaran les concentracions dels pro-

blemes.

4.2.5., Déterminacid d“insulina per enzimoimmunoandlisi

(insulina (8)).

- Per a la determinacidé de la insulina sérica s”u
tilitza 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 funcid dels resultats de 1 estudi d“algunes caracte
ristiques del mateix (4.3.1). Aixi s”obtenia un marge
de mesura més ampli que evitava l1“haver de repetir un
considerable nombre de determinacions en sérums que

tinguessin nivells d“insulina més alts que el limit su

135



perior del marge de mesura que era de 840 pmol/L en
la técnica original., El1 métode es basa en la fixacid,
en una primera incubacid, de la insulina present al
sérum analitzat o solucid estdndard a anticossos anti
Insulina lligats a la paret interior de tubs de polies
tiré, Després es fa una saturacidé seqllencial dels llocs
que han quedat lliures en la primera incubacid mitjan
gant una segona incubacid amb un conjugat d“insulina

i peroxidasa de rgﬁe(EC 1.11.1.7). Com més alta sigui
la concentracid d”“insulina en el sérum o estdndard, me
nys molécules de conjugat insulina-peroxidasa queda-
ran fixades per 1°antiiInsulina. Per tant, mesurant
l1%activitdatr peroxiddsica pot comparar-se la concentra
cié d“insulina dels sérums problema amb la dels estdn

dards.
Els reactius utilitzats foren els seglients:

A) Tubs de poliestiré, cilindrics, de 10 mm de
didmetre i 40 mm d“altura, recoberts per la cara inte
rior amb fraccid gamma-globulina d antisérum antiInsu
lina de conill porqui. Formaven part del "kit" Enzy-
mun-TestR Insulina (Boehringer Mannheim, referéncia

199 648).
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B) Solucié de conjugat insulina-peroxidasa de
rave obtingut pel métode de 1°oxidacid de residus de
saciarid amb per-iodat i formacid d“una base de Schiff
(Nakane, 1.974), purificat posteriorment per cromato-
grafia d“intercanvi idnic. La solucid, un cop prepara

da, tenia la segllent composicid:

tampd de fosfat .eesveseeeses 40 mmol/L, pH 6,8
- alblmina bOViNa vesecsessees 2,5 g/L
peroxidasa de rave ....s....250 nkat/L

Formava part del "kit" Enzymun—TestR Insulina.

C) Solucid de substrat cromogen, tamponada a
pH 5,6 amb tampd fosfat=-citrat. Estava formada per so

lucié aquosa de les seglents substancies:

perdxid ‘d"hidrogen (Merck referéncia 8597) 8,8 mmol/L
diclorur d°ortofenilendiamina (Merck, referéncia 7242)
77,3 mmol/L

di-sodihidrogenofosfat (Merck referéncia 6589)
232 mmol/L

dcid citric (Merck referéncia 241)...... 84 mmol/L

D) Tampd de fosfat, pH 6,8, 40 mmol/L. Formava
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part del "kit" Enz_ymun--TestR Insulina.

E) Insulina liofilitzada en un vial amb 1 mg
d“alblmina hﬁmana. (Novo Research Institute, Bagsvaerd,
Dinamarca,referéncia 400). Cada vial conté 100 ug
(17,22 nmol) d“insulina monocomponent humana. La re- -
constitucid s“efectud amb 1,0 ml d“aigua destil.lada.

A partir d“aquesta solucidé mare es prepararen les dife

rents solucions estidndard de treball,

F) Tampd de fosfat per a preparar les solucions
estandard, preparat mitjangant solucid aquosa de les

seglients substancies:

di-sodi hidrogenofosfat 2-hidrat (Merck referdncia
B580) v v v neesennsnnesonencncnensnsnenens 32,4 mmol/L
sodi di-hidrogenofosfat 1-hidrat (Merck referéncia
6346) cececccccccesesesetasssssscocnnce 0,8 mmol/L
albGmina humana, purissima (Behringwerke, AG, Marburg
Repliblica Federal d“Alemanya, referéncia RHA-21)60 g/L

clorur sddic (Merck referéncia 6404)... 102,7 mmol/L

El pH de la solucid esta comprés entre 7,3 i
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G) Solucions estandard de treball. Es prepara-
ren a partir de la solucid mare d“estandards (reactiu
E), diluint amb tampd d“estandard (reactiu F) en les

segllents proporcions:

200 ulL de reactiu E 4+ 100 mL de reactiu F = 34,4 nmol/L
300 ulL de 34,4 Immol/L + 6,6 mL de reactiu F=1563 pmol/L
300 uL de 34,4 nmol/L + 9,7 mL de reactiu F=1033pmol/L
500 uL de 34,4 nmol/L 4 24,5 mL de reactiu F=689 pmol/L
5,0 mL de 689 pmol/L 4+ 5,0 mL de reactiu F= 344 pmol/L

1,0 mL de 689 pmol/L + 9,0 mL de reactiu F= 51 pmol/L

Aixi, doncs, resultd una col.leccidé de solucions
stindard ‘de treball a les seglents concentracions :

1563, 1033, 689, 344 i 51 pmol/L.

H) Sérum per al control de la imprecisid, obtin
gut a partir d“un "pool" de sérums, ben homogeneItzat
i filtrat, separat en aliquotes conservades a =20 2oC
en tubs Eppendorff de polipropilé, perfectament tapats.
D°entre els sérums barrejats n“hi havia que provenien
de la prova d“estimulacid, a fi i efecte que la concen
tracié total estigués en la zona intermédia de la gri

fica de calibracid.
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réncia

nal de

I) Acid sulflric, aproximadament 2,5 mol/L
Diluir 25,5 mL d“dcid sulflric (Merck refe-
732) amb aigua destil.lada fins a un volum fi

100 mL .
L°instrumental emprat fou el seglent:

Fotdmetre Vitatron RRP.

Pipetes mecaniques Cappilettor®

per a 100 uL,
Dispensador mecidnic SeripettorR (Labora Mannhe
im) per a 1,1 mL (0,5—?,0 mL).

Bomba d“aigua per a aspiracid de 1ligids.
Flascd rentador emplenat amb aigua corrent de

l1’aixeta.

crondmetre.
La pauta de treball seguida fou la seglent:

1) Pipetejar 100 uL de les solucions estandard

de treball (reactiu G) i dels sérums problema a tubs

amb antiInsulina (reactiu A) convenientment identifi

cats. Diluir amb 1,1 mL de tampd de fosfat (reactiu D)

No cal

agitar. Tapar els tubs amb Parafilm R (American

140



Can Company, Greenwich, Estats Units) i deixar-=los de
16 a 24 hores a una temperatura compresa entre els 2

i els 8 ecC.

2. Evacuar la fase liquida per aspiracid. Ren-
tar amb aigua corrent de l1“aixeta, a una temperatura
de 2 a 8 °C, emprant el flascd rentador. Evacuar a=-

questa aigua per aspiracid fins a completa sequetat.

3. Dispensar 1,0 mL de solucidé de conjugat (reac
tiu B)., Tapar els tubs amb ParafilmR i deixar-los dues

hores a una temperatura compresa entre 2 i 8 ¢C,

4, Repetir el pas 2.

5, Dispensar a cada tub 1,0 mL de solucid de
substrat-cromogen (reactiu C) a intervals cronometrats.
Als 30 minuts del comengament, pipetejar 100 uL d“a-
cid sulflric 2,5 mol/L (reactiu I) respectant els ma
teixos intervals d“abans. Agitar amb el CapilettorR

amb el que s“efectua el pipeteig.

6. Efectuar la lectura colorimétrica a 492 nm.
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7. Amb els parells de.valors concentﬁacié—absoz
bincia dels estdndards efectuar un ajust per minims
quadrats a una corba logaritmica (y= a + b 1lnx), en la
que x representa les concentracions i y les absorban-
cies corresponents. Substituint els valors de les ab_
sorbancies donades pel sérum problema, poden aIllar-se

les respectives concentracions d“insulina.

Els cdlculs matemdtics descrits en el pas 7 s’e
fectuaren mitjangant una calculadora progamable HP=-37
(Hewlett-Packard, Corvallis, Oregon Estats Units), uti
litzant el programa "curve fitting" dissenyat pel fa-

bricant.

En cada série de determinacions va incloure’s,
juntament amb els problemes, una aliquota del "pool"
de sdrums per a l”avaluacid de la imprecisid (reactiu

H)I
Les determinacions, tant d“estdandards com de
controls, s“efectuaren per duplicat, emprant-se la mit

jana de les dues absorbancies.

4.2.6. Cilcul de 1°index deficdcia diagndstica diferen-

cial.
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Eficdcia diagndstica és un terme que engloba
els conceptes de sensibilitat i especificitat (Galen,

1.980).

La sensibilitat d“una prova diagndstica, expre
ssa la capacitat de no donar negatius falsos. Pot cal

cular-se mitjancant la férmula,

PC

PC 4+ FN

en la qual S és la sensibilitat, PC el nombre de posi
tius certs i FN el nombre de negatius falsos. En.defi
nitiva, aquest valor indica la proporcid de les perso
nes que patint la malaltia estudiada donen un resultat
positiu amb la prova en qUestid, la qual sera més sen

sible com més a prop de 1°1 estigui el valor S,

L°especificitat d”una prova diagndstica expre-
ss& la capacitat de no donar falsos positius. Pot cal

cular-se mitjangant la férmula,
NC

NC 4 FP



en la qual E &s l”especificitat, NC el nombre de nega
tius certs i FP el nombre de falsos p&sitius. En defi
nitiva, aquest valor és la proporcid de persones que
no pateixen la malaltia i donen resultat negatiu de
la prova eﬁ qUestid, la qual serd més especifica com
més a prop de 1°1 estigui el valor de E. L“eficicia
diagndstica d“una prova analitica expressa la capaci-
tat de no donar falsos positius ni falsos negatius.Pot

calcular-se mitjangant la fdérmula,

PC + NC

0N

en la qual ED és 1°eficdcia diagndstica, 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 4 N equival al nom
bre total de subjectes estudiats. En definitiva, aquest
valor &s 1la proporcid de subjectes en els que el
resultat de la prova ha reflectit llur realitat fisio
patoldgica. Com més a prop de 1°1 estigui el valor de
ED, més valida serd la prova per a diferenciar els in

dividus afectats per la malaltia dels qui no ho sdn.

Aquestes definicions, que sén (tils per a enten
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dre els conceptes, cauen en la simplificacid de consi
derar només la dicotomia positiu-negatiu, sense tenir
en compte la possibilitat d“obtenir valors quantita-

tius, amb la corresponent variabilitat bioldgica i a-

nalitica.

Si hom representa la distribucid de freqUéncies
de la poblacid afectada per la malaltia i de la no a=
fectada per la mateixa, respecte un parémetre quanti-
tatiu (Figura 4.1.), &s normal que hi hagi una zona
d“interseccid. Els valors englobats en aquesta zona
d“interseccid sén ambigus pel que fa al seu valor se-
mioldgic. Pot establir-se una frontera arbitraria en-
tre positius i negatius, en funcid de les necessitats.
Si convé evitar falsos negatius s”augmentara la sensi
bilitat a expenses de l“especificitat mentre que si
es volen evitar falsos positius caldrd incrementar 1%es

pecificitat a costa de perdre sensibilitat.

El métode seguit per a conéixer 1°eficdcia diag
ndstica de les proves bioquimiques quantitatives per
a diferenciar subjectes pértanyents a dues poblacions
diferents des del punt de vista nosoldgic, va consis-

tir en considerar negatius i positius certs només a -
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Figura 4.1,

Distribucid de freqUéncies de les pobla-
cions normal i patoldgica respecte els va-

lors d“un parametre bioquimic. expressats en

- qualsevol unitat (un.). E1 95 % de la pobla

cié normal té uns valors compresos entre A
i ¢, mentre el 95 % de la patoldgica els té

compresos entre B i D.
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quells valors col.locats fora de la zona d”intersec-
cid. S“aplicd la férmula per al cdlcul de la ED amb

els seglents criteris:

A) Parametres en qué els valors augmenten en situaci-

ons patoldgiques.

Negatius certs: valors corresponents a individus del
grup gque no pateix la malaltia, inferiors al percen-

til 2,5 dels del grup que la pateix.

Positius certs: valors corresponents a individus del
grup gue pateix la malaltia, superiors al percentil

97,5 dels del grup que no la pateix.

B) Par2metres en qué els valors disminueixen en situa

cions patoldgiques.
Negatius certs: valors corresponents a individus del
grup que no pateix la malaltia, superiors al percen-

til 97,5 dels del grup que la pateix,

Positius certs: valors corresponents a individus del

grup que pateix la malaltia, inferiors al percentil

148



2,5 dels del grup que la pateix,

En tots els grups s“eliminaren préviament els

valors aberrants de la seglient manera (Dixon, 1.953):

Si hom representa per a;,as, «... an els va-
lors d“un pardmetre, ordenats de menor a major per a
un grup determinat, s“exclogueren els valors extrems
quan les diferédncies a, - a,., © a;-a; resultaven su_

periors a a,-a,/3.

La prova amb un valor de ED més alt és més efi
cag per diferenciar els individus de les dues poblaci
ons, considerant~se de més eficdcia diagndstica diferen

cial.

4.2.7. M&todes estadistics (Schwartz, 1.975).

Per a comparar dos grups amb dades independents,
compostos per un nombre igual o superior a trenta efec
tius s“utilitzad 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 Gtil a 1la

prova t quan es volen evitar les suposicions que aques
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ta exigeix,

La comparacid de dos grups amb dades dependents
va fer-se mitjangant la prova t de Student per a valors
aparellats quan eren grups amb trenta o més efectius i
la prova T de Wilcoxon quan els efectius eren inferiors

a trenta.

La dependéncia entre dues séries de valors va
avaluar-se .mitjancant el coeficient de correlacid de

Pearson,

En tots els casos 1°eliminacid de valors abe-

rrants s”efectud mitjangant el métode de Dixon (1.953),
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4,3, DISSENY EXPERIMENTAL.

S“efectuaren dues menes de proves, unes amb la
finalitat d“aplicar de manera Optima a aquest estudi
la técnica descrita per Kleinhammer i col.laboradors
(Kleinhammer, 1.976) per a determinar la insulina sé-
rica, basada en el principi ELISA i les altres amb 1la
finalitat d“obtenir dades bioquimiques que permetessin

configurar la tesi,

4,3,1, Estudi de la determinacid d”“insulina per enzi-

b bl - %
moimmunoanalisi,

Varen estudiar-se les caracteristiques d“alguns
passos, com ara la cinética de la reaccid catalitzada
per 1°enzim marcador i la saturacid seaqlencial, a fi
i efecte d“introduir-hi algunes modificacions tendents
a eixamplar el marge de mesura de la técnica. Aixd es
justifica pel fet que les concentracions d”“insulina
sérica postestimul poden ser molt elevades i donar una
reaccid cromogénica amb absorbancies al marge del gri
fic de calibracid, la cual cosa obliga a repetir la de
terminacid amb sérum diluit. Per a conéixer aguestes

caracteristiques, aixi com el model matemdtic al que
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es pogués adaptar la grafica de calibracid, i d”altra
banda la imprecisid i la inexactitud del métode, varen

dissenyar-se els experiments aqguil descrits.
4,3.1.1, Comparacid de substrats cromogénics.

En l'enzimoimmunqanélisi la quantificacid de la
substancia analitzada s“efectua mesurant 1”activitat
de 1°enzim conjugat -amb un antigen o un anticds. Per
a conéixer aquesta activitat cal seguir la cinética
d“uns substrats cromogénics, 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 seglUents reactius:

A, Tubs de poliestiré amb antiinsulina. Veure

la descripcidé en 4.2.5.

B. Conjugat insulina-peroxidasa de rave., Veure

la descripcid en 4.2.5.

C. Solucid cromogénica amb ortofenilendiamina.
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Veure la descripcid en 4.2.5.

D. Solucid cromogénica amb la seglient composi-

cib:

di-amoni 2,2°-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6
sulfonat) (ABTS)esssssssanoeasss 14 mmol/L
perborat S0diC ceeeeececcnncann 1,47 mmol/L

tampd fosfat/citrat pH 5,0 .... 100 mmol/L

Acuest reactiu forma part del "kit" Enzimun-

TestR

Insulina (Boehringer Mannheim refer&ncia 199 648)
Per les dosificacions s”utilitzad material volu

métric de vidre (Proton,Barcelona).

L°experiment va caﬂsistir en incubar 1 ml de
conjugat (reactiu B) en 6 tubs amb antiinsulina (reac
tiu A) durant dues hores a 8 2C. Un cop acabada la in
cubacid va aspirar-se el contingut dels tubs mitjancant
una bomba de buit. Després es va efectuar un rentat
amb aigua corrent de l“aixeta, dosificant-ne aproximada
ment 1,5 ml a cada tub, essent posteriorment aspirada
pel orocediment anterior, Llavors es va dosificar 1 ml

de solucid cromogénica amb ortofenilendiamina ( re-
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actiu C) a tres  dels tubs i 1 ml de solucid cromogd
nica amb ABTS (reactiu D) als altres tres. Als 15, 30
45 i 60 minuts de 1“addicid de la solucid cromogénica
es llegiren les absorbancies, tenint cura de que un

cop feta la mesura, la solucid tornés inmediatament

al tub de procedéncia, Per la mesura fotométrica s u-
tilitzd un fotdmetre Vitatron RRP amb microcubeta de
quars d“1 cm de pas Optic. Se seleccionaren les longi
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 analitica i linialitat.

Per a veure gquina era la minima quantitat d”in
sulina susceptible d“ésser detectada pel métode propo
sat, va calcular-se la sensibilitat analitica de la
técnica seguint el criteri de Maggio, segons el gual
la sensibilitat és la dosi més petita gue 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 l activitat enzimi
tica, s“adapta a una distribucid gaussiana, llavors la

minima concentracid detectable podra expressar-se en
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funcid de la desviacid estandard.En aquest cas pot de
finir-se la minima concentracid detectable com aquella
concentracid de substdncia,.. obtinguda - per interpola
gl [ . " )
cid en la grafica dosi-resposta, que correspon a una
absorbancia dues desviacions estandard damunt del ze-
ro. Aquesta concentracid pot distingir-se de zero amb

una confianga superior al 95 % (Maggio, 1.980).

La linialitat va determinar-se mitjangant 1°ob
servacid visual d“una gridfica concentracid d“insulina-
absorbancia, obtinguda analitzant una col.leccid d‘es

tandards.

Els reactius 1 instruments foren els descrits

en 4.,2.5.

La col.leccid d’estdndards es va preparar . per
succesives dilucions de 1°estdndard (reactiu E) en so
lucié tamponada (reactiu F). Cadascuna de les soluci-
ons resultants va diluir-se amb solucid tamponada (re
actiu D) en la proporcid 1:5. Les concentracions finals

varen ser 1,2; 2,9; 14,0; 29,0;57,0; 115,C i 172,0 pmol/L.
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En tubs recuberts amb antiinsulina (reactiu A)
s“incubaren 1,2 ml dels estandards, per duplicat. Al
mateix temps, 1,2 ml de solucid tampd (reactiu D) s”in
cubaren en 30 tubs. Dsprés de deixar-los 16 hores a
8 °C se seguiren els passos 2, 3 i 4 de la técnica des

crita en 4.2.5.

Les mitjanes de les absorbdncies resultants dels
dos tubs de cada estdndard serviren per a tragar una
griafica dosi-resposta, en aquest cas concentracié d’iﬂ
sulina-absorbancia. La interpolacid en la grafica an-
terior del valor X 4+ 2s (mitjana més dues desviacions
estandard) de les absorbancies resultants dels 30 tubs
incubats amb tampd, per la qual cosa podien considerar
se blancs de reactius, va donar la sensibilitat anali

tica de la técnica.

4,3.1.3. Sobrecdrrega amb possibles interferents.

Diverses substancies varen addicionar-se als
calibradors per a veure si modificaven la grafica de
calibracidé. Cadascuna d“aquestes substancies s”addi-
ciona al tampd dels estdndards (reactiu F, 4,2,5,),

donant lloc a sis col.leccions d“estdndards, una per
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a cadascuna de les cinc substancies addicionades i una
altra que servi de testimoni. Les substdncies addicio
. nades i llurs respectives concentracions foren:

- Hemoglobina (Fe), procedent d“un lisat d“hema
ties humanes, valorada pel métode de la cianmetahemo-

globina ( Nelson, 1.979)cseccsccccesces 0,25 mmol/L

- Bilirrubina liofilitzada (Laboratoris KnicK-

erbocker, Barcelona, referéncia B-230). 150 umol/L
- Acid dric (Merck, referéncia 814).. 0,80 mmol/L

- D (+) Glucosa anhidra (Merck referéncia 8337)

® 8 8 & 8 8 & 8 8 8 8 0 8w 20'0 mmol/L

- Acid L (4) ascorbic (Merck referéncia 127)

8 8 8 8 8 0 80 a0 e 8 5’68 mmol/L

Amb totes les col.leccions d“estandards es va

seguir, pas per pas, la técnica descrita a 4.2.5.

4,3,1.4. Comparacid amb la radioimmunoanalisi.
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Trenta mostres, corresponents a séruﬁ 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 condicions basals i les altres als 30,
60, 90 i 120 minuts de la ingestid de glucosa, varen va
lorar=se en paral.lel pel métode enzimoimmunoldgic pro
posat (4.2.5) i per radioimmunoanalisi ( 4.2.4). Com
que les mostres s obtingueren en el curs de la prova
d“estimulacid, hom pogué comptar amb un ampli espectre

de concentracions d“insulina sérica.

4,3,2, Proves bioquimiques practicades.

A totes les persones que constituiren el mate-
rial huma de la tesi s”els va practicar unaz série de
determinacions a partir de les mostres de sang obtin-
gudes en el curs de-la prdva de sobrecarrega oral de

glucosa (Quadre 4.,III).

Tots els subjectes, abans que s”els practicqués
la prova de sobrecarrega oral de glucosa, havien se-
guit durant.tres dies un régim alimentari amb un con-
tingut d“almenys 150 g de carbohidrats. Durant una set

mana, com a minim, havien mantingut una activitat fi-
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sica normal i s“havien abstingut de prendre medicaments.
Se“ls va practicar la prova a les & del mati, aproxima
dament, i estaven en dejl des de les 10 del vespre. La
prova de sobrecarrega va realitzar-se de la seglient

manera:

- Estant el subjecte dejlG, extraccid de 20mL
de sang venosa de l“avant brag. La posicid era d“estar
assegut, Per a provocar l1“estasi venosa s“utilitzd un

llag de goma eldstica apropiat.

- Administracid per via oral de 75 g de D-glu=-
cosa (Merck, referéncia 814) en aproximadament 250 mL
d“aigua corrent de 1°aixeta. La ingestid s“havia d“e-

fectuar en cinc minuts com a maxim.
- Als 30 minuts de la ingestid de la glucosa,
nova extraccidé de sang venosa seguint el mateix proce

diment d”“abans, retirant-ne 10 ml,

- Repeticidé del pas anterior als 60, SO i 120

minuts de la ingestid de glucosa.

Les mostres de sang, després de ser deixades en
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repos durant una hora a 25 °C aproximadament, se cen-
trifugaren a 3000 x g durant 20 minuts. Aquest procés
es realitzad en tubs de vidre cilindrics de 10 cm d al
gada per 10 mm de didmetre interior. E1 sdrum resul-
tant es decanta en tubs de poliestiré. Una aliquota
s“utilitza abans de tres hores per a la determinacid
de glucosa. Una segona, destinada a la determinacid
de triglicérid es guardid a 8 2C durant 24 hores. Una
tercera es congeld a =20 2C durant un periode no su= "
perior a un mes, destinant-se a la determinacid d“in=
sulina.

»

Una aliquota de 2,5 mL de sang provinent de la
primera extraccid va dipositar-se en tubs que conteni
en 13,5 mmol d“EDTA di=K (BDH Chemicals Ltd, Tetradome
Poole, Anglaterra, referéncia 28024), guardant-se a 8
°C per un periode no superior a les 24 hores, fins que
se 1i practicad la determinacié de 1 hemoglobina gluco

silada.

Les determinacions efectuades en sérum foren

les seglents:

- glucosa (basal, 30, 60, 90 i 120 minuts).



- insulina (120 minuts).

- triglicérid (basal i 120 minuts).

En els subjectes obesos també es determind la
insulina sérica basal, ja que l“hiperinsulinisme ha-
bitual en aquestes persones feia aque la informacid do
nada per la insulina sérica als 120 minuts,per si sola

fos inconsistent.



5. RESULTATS
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5.1. BIOQUIMICA ANALITICA.

En aquest apartat s“exposen els resultats de
les proves ‘efectuades per a avaluar les caracteristi-
ques técniques del métode analitic descrit per a la
determinacidé de la insulina sérica per enzimoimmunoa-
nalisi, aixi com els del control de qualitat de les
determinacions dels diversos parametres que han entrat

en estudi.

5,1.1. Estudi i avaluacid de l1°enzimoimmunoandlisi 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 expresades en la figura 5.1.
en la que es representa.l'absorbéncia en funcid del
temps. En el cas en qué s”empraren perdxid d“hidrogen
i ortofenilendiamina com a substrat i cromogen, 1la
cinética va ser linial durant 30 minuts, mentre que
amb perborat i ABTS va ser linial durant 45 minuts.
L°increment d“absorbancies en funcidé del temps va resul
tar més gran quan la reaccid catalitzada era la del

perdxid d”hidrogen i ortofenilendiamina, ja que als
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Figura 5.1.

Cinética de la reaccid catalitzada per 1la
peroxidasa conjugada.a insulina emprant dos
substrats cromogénics diferents ( ABTS =
Perborat i ABTSR; OFDA = Perdxid d“hidro-
genli ortofenilendiamina), seguida a 405 nm

per 1°ABTS i a 492 per 1°OFDA.
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Figura 5.2.

Representacié grafica en escala decimal de
les absorbincies finals en front de les con_

centracions d“insulina dels estandards.
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Figura 5,3,

Representacid grafica de les absorbadncies
finals (escala decimal) en front de les

concentracions d“insulina dels estandards
(escala logaritmica). La fletxa indica el

punt en qué es perd la linialitat,
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30 minuts s“atenyia un increment d”absorbancia de 0,850
mentre aque amb perborat i ABTS 1 increment només era
de 0,470 en el mateix periode. En canvi, als 60 minuts
de 1°inici de la reaccid la intensitat del color desen

rotllat per ambdds cromogens era molt semblant.,

Seguint la metodica descrita en 4.3,1.2 s”obtin
gué la grafica dosi-resposta representada en la figura
5.2 en escala decimal, La mateixa representacid va fer
se en paper semilogaritmic (figura 5.3) donant com a
resultat una linia recta, segons observacid visual,
Mitjangant un ajust per minims quadrats (Schwartz,
1.975) a una equacid de tipus logaritmic s“avaluad la
dependéncia entre ambdues magnituds, trobant-se un coe
ficient de correlacid de 0,982, altament significatiu,

Els 30 tubs amb bianc de reactius donaren una
absorbancia mitjana de 0,950, amb una desviacid estdn
dard de 0,035, La técnica, doncs, resulta ser sensi-
ble a la minima quantitat d“insulina que donés lloc a
absorbincies inferiors a 0,880, Aquest valor s”obtin
gué restant de la mitjana la desviacid estdndar mul-
tiplicada per dos. Interpolant en la grafica absorban

cia-concentracié d“insulina (figura 5.2), 1li va corres

168



pondre una concentracid de 3 pmol/L. Com que a cada
tub se 1i havien dispensat 1,2 mL de 1“estdndard, la
sensibilitat pogué fixar-se en 3,6 fmol d“insulina

per tub,

En base a aquesta sensibilitat s’establi la di
lucid a la que s’havien de sotmetre els sérums, mit-

jangant el seglent calcul:

3,6 fmols1,2 mL 1 1

I

35 pmol/L 11,7 12

El valor de 35 pmol/L va considerar-se gque era
una sensibilitat suficient en funcid dels objectius de
la tesi, un cop examinats els valors de les'concentrg
cions d“insulina sérica en un treball previ (Mird,
1.980). Aixi donecs, una part de sérum s havia de dis-

soldre en 11 parts de tampd.

La linialitat de la técnica, establerta per ob
servacid visual de la grafica absorbancia-logaritme de
la concentrécié (Figura 5,3), es fixd en 120 pmol/L.
Tenint en compte que es decidi diluir els sérums en la

proporcid 1:12, la maxima concentracidé d“insulina quan
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tificable resultd ser de 1 440 pmol/L.

La sobrecdrrega d estiandards amb diverses subs
tiancies per a avaluar l1“efecte interferent de les ma-
teixes sobre la determinacid enzimoimmunoldgica d“in-
sulina (4.3.1.3) dona lloc a corbes sobreposades amb
les dels estidndards sense sobrecarregar en els casos
en qué s”havia addicionat urat,acid ascdrbic, gluco-
sa i bilirrubina (Figures 5.4 i 5.5 ). En canvi, l"ad
diéié d“hemoglobina dond lloc a unes absorbincies més
altes, és a dir, a una disminucid de la concentracid
d“insulina. La corba de les absorbancies dels estdn-
dards sobrecarregats amb hemoglobina resultd practi-
cament paral.lela a la dels estandards sense sobreca-
rregar. Aixé indica que la disminucié d”insulina mesu
rada fou directament proporcional a la concentracié
inicial d“insulina. Per tant, com més alta era la con
centracid d°insulina més important va ser el descens

provocat per l1°addicid d“hemoglobina.

La comparacibé del métode enzimoimmunoldgic uti
litzat en aquest treball amb el radioimmunoldgic (4.2.
5), efectuada determinant 30 mostres per ambdés méto-
des, va realitzar-se mitjangant el tragat d”“una recta

de regressid (Figura 5.6), que va ajustar-se a 1l eaua
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Figura 5.4.

Representacid grafica en escala decimal

de les absorbdncies finals en front de les
concentracions d“insulina d“una col,lec-
cid d”estindars sobrecarregats amb glu-
cosa (GLU) , bilirribina (BIL) o sense cap

sobrecarrega (CS).
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Figura 5.5.

Representacié grafica en escala decimal de
les absorbdncies finals en front de les con-
centracions d”insulina d“una col.leccid d“s-
tandards sobrecarregats amb hemoglobina
(HEM), urat URAT), &cid ascorbic (ASC) o sen

se cap sobrecarrega (CS).
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Figura 5.6.

Comparacid entre els resultats de concen
tracid d“insulina sérica obtinguts determi-
nant trenta sérums per enzimoimmunoanalisi

ELISA, en ordenades, i radioimmunoandlisi

RIA, en abcisses.
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cidé y= (18,0 + 10,3) + (1.10 4+ 0,12) x amb un coefici
ent de correlacid de 0,852, Aixi doncs, el métode en-
‘zimoimmunoldgic tingué una desviacid constant de 18,0
4+ 10,3 pmol/L per damunt del métode de referéncia, la
radioimmunoandlisi. El pendent, 1,10 + 0,12 no resultd
diferent de l°unitat, no apreciant-se, per tant, cap

desviacid proporcional,

5.,1.2, Control de qualitat.

La imprecisid del métode enzimoimmunoldgic per
a la determinacid de la insulina (4.2.5), evaluada
mitjangant la determinacid en cada série d“una aliquo-
ta del "pool' de sérums, va resultar amb un coefici
ent de variacid del 12,3 %, a partir de 16 valors amb

una mitjana de 54C pmol/L.

La imprecisid i inexactitud de les determina-
cions de glucosa (4.2.1), avaluades mitjangant la de-
terminacid de controls valorats a dos nivells, foren
les seglents:

n - x cv ID

MONITROL IR 36 5,8 mmol/L 3,6% 0,87

MONITRCL IIR 36 12,6 rmol/L 2,3% C,98
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n = nombre de determinacions

X = mitjana

CV= coeficient de variacid

ID= iIndex de desviacid, calculat dividint la
mitjana obtinguda pel valor mitja atribﬁit

pel fabricant.

Les mateixes consideracions s“aplicaren a la de
ferminacié de triglicérid (4.2.2), amb els seglients re
sultats:

n X CV ID

R

MONITROL I 32 1,32 mmol/L 5,6% 1,06

MONITROL IIR 32 2,20 mmolsL 3,8% 1,C2

La imprecisidé de les determinacions de hemoglo
- bina glucosilada (4.2.3), avaluada mitjancant la de-
terminacidé del parametre en una mateixa sang, dos di-

es consecutius, dona els seglents valors:

n ® % 8 % 8 0 888 P aw eV 52

X%D‘.t.UOOCUI'... 0110

S%Duol.icio!ot.lo 0,53

an oud n &sel nombre de parells de determinacions,X% D
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la mitjana de les diferéncies i S% D la desviacid es-

tidndard de les diferéncies.
La mitjana de %D no fou estadisticament dife-

rent de 0,0 i la distribucid de valors de %D obei a

la 1llei normal (prova de Kolmogorov).
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5.2, EXPERIMENTACIO BIOLOGICA.
Sota el concepte d“experimentacié bioldgica s”in
clouen els resultats de les determinacions efectuades

en sang procedent dels subjectes estudiats,

5.2.1. Tolerdncia a la glucosa.

Els valors mitjans de les concentracions de glu
cosa sérica dels diferents grups, en el curs de la pro
va de sobrecarrega oral de glucosa, vénen 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 dels carbohidrats.
La comparacid de les arees de les representacions gré
fiques de la concentracié de glucosa en funcid del
temps, calculades per planimetria i. expressades en uni
tats arbitraries, (Quadre 5.I) confirma aquesta dife-
réncia. En efecte les mitjanes dels grups DMNID son
significativament superiors a les dels grups TGA (p<
C,05) i aquestes a les dels subjectes normals (p< 0,01)
tant obesos com no obesos. Si hom considera els va-
lors individuals pot comprovar-se, perd, que hi ha u_

na interseccid considerable entre els grups TGA i DMNID
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Figura 5.7.

Valors mit jans de les concentracions de
glucosa sérica en el curs de la prova de
sobrecarrega oral de glucosa en els grups

formats per subjectes no obesos,
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Figura 5.8,

Valors mitjans de les concentracions de
glucosa sérica en el curs de la prova de
sobrecdrrega oral de glucosa en els grups

formatsper subjectes obesos,
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N TGA DMNID
Subjectes no obesos
X 31,2 50,0 67,5
ACG
s 5,9 6,4 10,0
DES p<0,01 pg 0,05
IEDD 0,86 0,17
Subjectes obesos
x 34,4 47,9 59,2
ACG
s 4,1 6,7 14,5
DES p < 0,01 p<0,05
IEDD 0,78 0,33

QUADRE 5.I. Valors de les drees de les corbes de glu
cémia als diferents grups estudiats. ACG=
Area corba glucémia en unitats arbitraries

X= mitjana (un. arb);

s= desviacid estan -

dard (un. arb); DES= diferéncies estadisti

ques significatives,

grau de significacid;

IEDD= index d“eficdcia diagndstica diferen -

cial.
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tant pels obesos (Figura 5.9) com pels no obesos (Fi-
gura 5,10), amb uns indexs d“eficdcia diagndstica di-
ferencial de 0,17 i 0,33, respectivament. La intersec
cié entre els grups TGA i Normals va ser menys impor-
tant, amb uns indexs d“eficicia diagndstica diferenci

al de 0,86 pels no ohesos i O,?B pels obesos.

Les concentracions de glucosa sérica als 120 mi
nuts palesen un comportament semblant, presentant-sé
unes mitjanes significativament superiors en els grups
DMNID respecte els TGA (p < 0,05) i en aquests res-
pecte els normals (p < 0,C1) (Quadre 5.II), tant en els
obesos com en els no obesos. També en aquest cas exis
teix interseccid (Figura 5.11 , no obesos; Figura 5.12,
obesos), no solament entre DMNID i TGA, amb uns indexs
d'eficicia-diagnéstica diferencial de 0,2€ pels obesos
i 0,33 pels no obesos, siné també entre TGA i Normal
amb uns indexs d“eficicia diagndstica diferencial de

0,83 pels no obesos i 0,71 pels obesos,

5.2.2. Resoosta insulinica a la sobrecdrrega oral de

glucosa.

En els subjectes no obesos la resposta insuli-

-
)
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Figura 5.9.

Valors de les drees de la grafica gluco
sa sé€rica vs temps (corba de glucémia) en
el curs de la prova de sobrecarrega oral

de glucosa per als subjectes no obesos dels
diferents grups expressades en unitats ar-

bitraries ( un. arb.).
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Figura 5.

10.

Valors de les arees de la gridfica gluco
sa sérica vs temps (corba de glucémia) en
el curs de la prova de sobrecarrega oral
de glucosa per als subjectes obesos dels
diferents grups estudiats, expressades

en.unitats arbitraries ( un, arb.).
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N TGA DMNID

Subjectes no obesos

X 5,2 g,6 14,2

Glucosa sérica
(mmol/L) s 19 2,3 3,9
DES i p 0,01 p<0,01
IEDD 0,83 0, 28
Subjectes obesos

x 6,2 9,8 13,0
Glucosa sérica '
min (mmol/L)

s 0,8 1,7 4,4
DES : p < 0,05 p < 0,05
IEDD 0,71 0,33

QUADRE 5.II. Valors de les concentracions de glucosa
sérica als 120 minuts. X= mitjana; s=
desviacid estandard; DES= diferéncies es
tadistiques significatives, grau de sig
nificacid; IEDD= index d“eficacia diag-
nostica diferencial.
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Figura 5.

11.

Valors de la concentracid de glucosa
sérica als 120 minuts de la ingestid de
glucosa en els subjectes no obesos dels

diferents grups.
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Figura 5. 12. Valors de la concentracid de glucosa sé
rica als 120 minuts de la ingestid de
glucosa en els subjectes obesos dels

diferents grups,
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nica als 120 minuts fou molt més elevada en els classi
ficats com a TGA, que en els DMNID i normals (Quadre
5.III). Les diferéncies entre els grups TGA i els al-
tres dos foren estadisticament significatives i la in
terseccid relativament poc important. Aixi, 1“Index
d°eficdcia diagndstica diferencial entre els grups TGA
i Normals fou de C,95 i entre els grups TGA i DMID fou

de C,20 (Figura 5.13).

En els subjectes obesos la insulina(S) als 120
minuts tingué una variasbilitat molt gran i no es po-
gueren apreciar diferéncies significatives entre cap
grup (Quadre 5.III). En canvi, el qguocient entre la
insulina(S) als 120 minuts i la insulina(S) basal fou
significativament més alt en el grup TGA (Quadre 5.
IVb). L index d”eficdcia diagndstica diferencial entre
els grups TGA i Mormal ?ou de C,EC i entre TGA 1 DMNID

0,86 (Figura 5.14).

5.2.3. Avaluacid conjunta de les concentracions séri-

acues de glucosa i insulina.

En els subjectes no obesos la representacid en

un eix de coordenades dels punts originats pels valors



N TGA ~ DMNID

Subjectes no obesos

x 221 : 718 219
Insulina sérica
120 min (pmol/L)
s T . 270 a2
DES p <0,01 p <0,01
IEDD 0,95 0,90
Subjectes obesos
X 689 738 850
Insulina sérica
120 min (pmol/L)
S 271 188 320
DENS . . «x= 0,05 = 0,05

QUADRE 5, III.Valors de les concentracions d“insulina
sérica als 120 minuts.X= mitjana; s= des
viacié estdndard; DES= diferéncies esta
disticament significatives, grau de sig-
nificacié; DENS= diferéncies estadistica
ment no significatives, nivell de signi-
ficacid; IEDD= index d“eficdcia diagnds-
tica diferencial.

188



Figura 5,

13.

Valors de la concentracibd d“insulina
sérica als 120 minuts de la ingestid de
glucosa en els subjectes no obesos dels

diferents grups.
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N TGA . DMNID

a) Subjectes no obesos

X 15 74
1207420

s 6 3C
DES p < 0,01
IEDD 1,00

b) Subjectes obesos

X 3,3 6,5 2,8
>
L1207 Ty
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 diagndstic. Gqpo=
concentracidé de glucosa sérica als 120
minuts, en umol/L; I420= concentracid d”in
sulina sdrica als 120 minuts, en pmol/L;
Ib= concentracié d“insulina sérica basal,
en pmol/L; ¥X= mitjana; s= desviacid es-
tdndar; DES= diferéncies estadistiques
significatives, grau de significacid; IEDD=
index d“eficacia diagndstica diferencial.
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Figura 5. 14. Valors dels quocients entre la insulina
sérica als 120 minuts de la ingestid de
glucosa i la insulina sérica basal, ex
pressada en nlmeros adimensionals (N A),
en els subjectes obesos dels diferents

grups,
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de les concentracions de glucosa i insulina sériques
als 120 minuts es distribui en dues zones clarament di
ferenciades, la dels individus-normals i la dels que
patien intolerdncia a la glucosa, &s a dir, pertanyi

en als grups TGA i DMID (Figura 5.15). E1 que els va
diferenciar fou la distdncia a 1°origen de coordenades
gue en els subjectes normals resultd ser més baixa. Com
que la distidncia des de qualsevol punt a l1°origen de
coordenadeslés igual a 1%arrel quadrada de la suma de
les distdncies des de 1°origen de coordenades a llur
projeccidé sobre els eixos elevades al quadrat, pogué
comprovar-se que sumant els valcors de la glucosa i la
insulina sérigues als 120 minuts, elevats ambdés al cua
drat, s“obté un parémetre que en el grup format per sub
jectes normals va tenir valors més bai#os gue en els
altres dos (Quadre 5. Va). La interseccid fou molt re
dufda, amb un iIndex d“eficacia diagndstica diferencial

de 1,00 entre normals i TGA i 0,606 entre normals i DMNID.

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) als 120 minuts pel quo
cient entre 1la insulina (S) als 120 minuts i la insu-

lina (S) basal (Figura 5.16).La suma de la glucosa ()



TGA N DMNID-
a) Subjectes no obesos
x 3
. > L1 > 10_4 X 159 33 130
120 120°
s 76 14 52
DES p<0,01 p<0,01
IEDD 1,00 0,97
b) subjectes obesos
X 126 45 159
2 2
120 * (I12O/Ib)
s 44 9 g0
DES p<0,01 p<0,01
IEED 0,92 0,95

QUADRE 5.V.

Diferents c0mbinacions de parametres amb
interés diagnostic. = concentracid de
glucosa sérica als 126 minuts, en mmol/L;

1120— concentracid d“insulina sérica als

120 minuts, en pmol/L; Ip= concentracid
d“insulina sérica, en pmol/L; ¢ mitjana;
s= desviacid estandard; DES= diferéncies
estadistiques significatives,grau de sig-
nificacié; IEDD= index d“eficdcia diagnds
tica diferencial.
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Figura 5.

15.

Representacid en un eix de coordenades

dels punts originats pels valors de les
concentracions sériques de glucosa (or=-
denades) i insulina (abscisses) als 120
minuts de la ingestid de glucosa, en els
subjectes no obesos dels diferents grups

( o = normals, e = TGA, O= DMNID),
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Figura 5, 16,

Representacid en un eix de coordenades
dels punts originats pels valors de 1la
concentracid de glucosa sérica als 120
minuts de la ingestid de glucosa (orde-
nades) i el quocient entre les concentra
cions d”insulina sérica als 120 minuts i
en condicions basals, en els subjectes
obesos dels diferents grups ( o = normals,

e = TGA, O = DMNID). (NA = nimero adimen-

sional).
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120 minuts, elevada al quadrat, i el cguocient insuli-
na (S8) 120 min/insulina (S) basal, elevat també al qua
drat, foren significativament més baixes en els sub-
Jjectes normals que en els dels grups TGA i DMNID (Qua
dre 5 Vb)., La interseccid fou relativament baixa, amb
uns indexs d”eficdcia diagndstica diferencial de C,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) als 120 minuts fou signifi
cativament superior en el grup DMNID respecte a TGA
(Quadre 5.IVa). La interseccidé fou practicament nul.la
(figura 5.17), amb uns indexs d“eficacia diagndstica
diferencial de 1,00. En les persones obeses acuest

quocient no va aportar cap informacidé Gtil.

Per a articular acguests resultats varen disse-
nyar-se segles algorismes, un per a subjectes obesos
i 17altre per a no obesos, que va permetre de veure a
aquin dels tres grups pertanyia cada subjecte,en funciéd
dels valors de les concentracions de glucosa i insuli
na sériques als 120 minuts, afegint-hi el de la insu-

lina basal en el cas de persones obeses,



Figura 5.

17..

Quocients entre la concentracid de glu-
cosa sérica, en umo/L, i insulina sérica,
en pmol/L, dels subjectes no obesos dels

grups TGA i DMNID.
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En el cas dels subjectes no obesos (Figura 5.
18), si la suma de la glucosa (S) als 120 minuts, ex-
pressada en mmol/L i la insulina (S) als 120 minuts,
expressada en omol/L, dividida per 100 i elevades al
auadrat, fos inferior a 6C es tractaria d“un individu
normal. Si fos superior a 6C podria pertanyer tant
al grun TGA com al grup DMNID,., Si el cuocient entre
la glucosa (S) als 120 minuts, expressada en umol/L
i la insulina (S) als 120 minuts, expressada en pﬁol/L,
fos inferior a 28 es tractaria d“un subjecte pertany-
ent al grup TGA, mentre cue si fos superior a aguest

valor formaria part del grup DMNID,

Per als subjectes obesos (Figura 5.19) si la su
ma de glucosa (S) als 120 minuts, expressada en mmol/L
i el quocient entre insulina (S) als 120 minuts i 1la
insulina (8) basai, ambdues quantitats elevades al qua
drat, fos inferior a 70 es tractaria d”un individu nor
mal. Si fos superior a acuest valor podria pertdnyer tant
al grup TGA com DMMID, Llavors, si el cuocient insulina
($)120 minuts/insulina (S) hasal fos superior a 3,86
es tractaria d“un individu pertanyent al grup T3A, men
tre cue si fos inferior a acuest valor formaria part

del grup DVNMNID.
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5.2.4. Concentracid de triclicérid séric.

Els valors mitjans de la concentracid de tri-
glicérid séric en condicions basals i 120 minuts des-
prés de la ingestid de glucosa vénen representats en
la figura 5.2C. Tant en els subjectes obesos com en
els no obesos del grup DMMID s“obtingueren uns valors
generalment més elevats que els del grup TGA, els qu=-
als per la seva banda superaven els del grup format
per persones normals. No obtant aixé, les diferéncies
no foren estadisticament significatives, observant-se
una considerable dispersid de valors individuals en

tots els grups.

En el grup format per subjectes normals no obe
sos la comparacié_de la concentracid de triglicérid
basal amb la dels 12C minuts, efectuadé mitjancant la
prova de la t de Student fper a parélls cde valors, va
denar com a resultat aque als 120 minuts es produia Qna
disminucid significativa. En els altres grups no es po
gué detectar cap diferéncia estadisticament significa

. tiva.

5.2.5. Percentatge d hemoglobina clucosilada.




Figura 5, 20. Valors mitjans de la concentracid de tri
glicérid séric (diagrama de barres),més
dues desviacions estiandard (linia per-
pendicular) en els subjectes no obesos
(NC) i obesos (0) dels diferents grups,
en condicions basals (B) i 120 minuts des

prés de la ingestidé de glucosa (PP),
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Els valors del percentatge de la fraccid gluco
silada de 1“hemoglobina (Hb Al) foren significativament
més alts en els grups DMNID, obesos i no obesos, que
en els altres dos grups (Figura 5.21), entre els quals
no es trobaren diferéncies estadisticament significati

ves,

La correlacid entre el percentatge de Hb Ay
la concentracid d“insulina sérica als 120 minuts fou
bona en el grup DMNID, no obesos (Figura 5.22). L equa
cid de la recta de regressid obtinguda fou y= - 0,02
x + 15,78, amb un coeficient de correlacid de 0,64,
estadisticament significatiu (p < 0,01), E1l fet que el
pendent fos negatiu indica que y i x eren inversament
proporcionals, Es a dir, com més baixa fos la insuli=
na sérica més alta resultaria 1°hemoglobina glucosila-
da. En els altres grups la correlacid no fou estadisti

cament significativa.



Figura 5., 21, Valors mitjans (4 dues desviacions es-
tandard) del percentatge d“hemoglobina
glucosilada en els subjectes no obesos

(NC) i obesos (O) dels diferents grups,
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Figura 5. 22, Representacid en un eix de coordenades
dels punts originats per la insulina sé
.rica als 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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L“°estudi i avaluacibé de la técnica enzimoim-

munoldgica emprada en la determinacié de la insulina
sérica tingué com a objectiu el coneixement de les ca
- racteristiques de les reaccions involucrades, amb la
fipalitat d“introduir-hi modificacions que millore -
ssin la practicabilitat en funcid de les peculiaritats

del treball.

"Malgrat que la insulina fou la primera substdn
cia determinada per radioimmunoandlisi (Yalow, 1.960),
la determinacié per enzimoimmunoandlisi, tot i que ha
estat objecte de diverses comunicacions (O'Sullivaﬁ,
1.879), no ha fornit una bibliografia gaire abundosa.
D°altra banda, la informacid publicada sobre la mane-
ra com actuen els diversos processos de les reaccions,
aixi com els criteris de seleccid dels mateixos és molt
incompleta. L°any 1.976 el departament d“investigacid
de Boehringer Mannheim a futzig va posar a punt una
técnica immunoenzimidtica per a la determinacid de 1la
insulina sérica basada en el principi ELISA (Kleinh-
ammer, 1,976) aue donava uns resultats molt ben corre
lacionats amb la radioimmnunoandlisi. Poc després, la
propia Boehringer Mannheim va comercialitzar un "kit"

que incorporava aquesta metddica, registrat amb el nom

2C7



Enzymun-TestR Insulin. Els reactius que éomposen acuest
equip foren el nucli dels utilitzats en el present tre

ball.

El fet que en la enzimoimmunoanalisi el marca-
dor de la reaccid sigui l1°enzim conjugat a un antigen
0 a un anticds i gque el senyal mesurable sigui el can
vi d“absorbiancia que té lloc com a consecléncia d”una
reaccid, va portar al planteig de quina és la cinéti-
ca d“aquesta reaccid enzimdtica i de quina influéncia
tenen les substéncies emprades com a substrats en la
gualitat de la técnica. Aquests punts no s“han tocat
en les revisions més importants aparegudes (Wisdom,
1.976) (Cellerich, 1.979). La comparacid de dues asso
ciacions diferents de substrat i cromogen a concentra
cions saturants (Figura 5.1), va permetre veure que
en ambdds casos.la cinética era linial, més perllon-
cada amb perborat i ABTS, perd amb un pendent més pro
nunciat i una absorbdncia miaxima superior amb perdxid
d“hidrogen i diclorur d“ortofenilendiamina. L”avantat
ge d“emprar aguest substrat consisteix en el fet que
en menys temps s obté un senyal més gran, amb la qual
cosa a més de reduir el temps d incubacid s”augmenta

la sensibilitat ja que poden detectar-se quantitats
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més reduides d“enzim, Per aixd s“utilitzad aquest subs
trat, encara gue no aportés una millora substancial res

pecte 1“altre.

La sensibilitat analitica del métode,.calcﬁlada

en funcid de la menor quantitat d”insulina capag de do
nar una absorbdncia final no confusible amb la donada
pel blanc de reactius, va resultar de 3,6 fmol per
tub, Aguest valor cau dins del marge trobat per Klein
hammer, que era de 0,50-0,75 uU (3,5—5,2 fmol), per
tub, tot i que s”havia calculat seguint un criteri di
ferent (Kleinhammer, 1,960). La coneixenga d”aquest va
lor era necessaria per a poder prendre una decissid so

bre la proporcid en qué calia diluir el sérum en tampd.

Aixd havia de ser un compromis entre la sensibilitat
de la técnica i la minima concentracid d”insulina séri
ca que calia que fos dgtectable, resultant que la ma-
xima dilucid que podia aplicarse era 1:13. Com que

els tubs amb antiinsulina estaven dissenyats per a un
volum total de 1,2 ml la dilucid adoptada fou de 0,100
ml de sérum en 1,1 ml de tampd, es a dir 1:12, E1l mar
ge de medicid va abastar de 36 a 1440 pmol/L. Aguest
1imit superior &s francament més alt que el de la téc

nica Enzymun-TestR Insulin original, que és de 857



pmol/L. Aixi s“evita 1°haver de diluir el sérum en els
casos en qué la concentracid d“insulina sérica sigui
més alta, com passa en bona part de les insulinémies

postestimul dels subjectes estudiats.

La calibracibé va fer-se mitjangant una corba a
justable a una equacidé semilogaritmica (Figura 5.3).
Aix0 representa una millora en la practicabilitat ja
que permet efectuar les interpolacions de les absorbig
cies dels problemes utilitzant una calculadora que

disposi del programa adequat.

L°estudi de les possibles interferéncies ocasio

nades per diverses substdncies sériques a concentraci
ons per damunt dels valors normals, va mostrar gue no
interferien substdncies reductores com l“urat i la glu
cosa, adhuc als elevats nivells propis dels pacients
"amb diabetis mellitus. Mentre la bilirrubina no ocasio
‘nava interferéncia l1°hemoglobina provocava descensos
en la concentracid d“insulina de més del trenta per
cent. Aquesta interfer&ncia ha estat descrita en una
técnica enzimoimmunoldgica basada en el métode del
"sandwich" (Yoshioka, 1.979). La causa podria ser l1l7ac

cid de la insulinasa alliberada pels eritrdcits o bé
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un impediment a l1“acoblament entre insulina i antico-

ssos antiInsulina.

L avaluacid de l1l“exactitud es va efectuar com-

barant els valors obtinguts pel métode proposat amb
els del métode de referéncia, que fou la radioimmuno-
andlisi, L“examen de la recta de regressid mostra que
amb el métode proposat s obtingueren valors sistemi-
ticament més alts que els del métode de referéncia,
tot i que el terme independent de la recta era prou
petit per a ser considerat important. El1 pendent, en
canvi, no resultd diferent de la unitat, descartant-se
per tant, desviacions sistematiques proporcionals. El
coeficient de correlacidé (r=0,952) fou una mica infe-
rior al reportat per Kleinhammer i col.laboradors (r=
C,980). En una avaluacid en que l‘Enz_yrnun-TestR Insu-
lin fou comparat amb el Insulin RIA-KITR de Rio=Méri
eux (Richard, 1.881) els resultats foren molt menys
satisfactoris ja que el coeficient de regressid fou
més baix (r=0,810) ultra l“existéncia d“unes desviaci
ons, constants i proporcionals. No obstant aixd,cal
tenir en compte que els sérums determinats 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, Podria, doncs, pensar-se

gue a aquests nivells la correlacid és més feble.

En la mesura de la imprecisid interséries s“ob

tingué un coeficient de variacidé del 12,3 % en aliquo
tes d“un "pool" de sérums amb una concentracid d“insu
lina de 540 pmol/L. Aquesta imprecisidé és semblant a

la reportada ﬁer altres autors amb aquest métode (Klg

inhammer, 1,876) o altres semblants (Yashioka, 1.979).

Dintre de les modificacions introduldes en 1°En
zymun TestR Insulin cal esmentar que per a preparar
"les solucions estandard va utilitzar-se insulina'mong
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 garantia. Gairebé en la totalitat
dels equips de reactius existents per a la determina-
cié de la insulina, la calibracidé s“efectua amb estdn
dards valorats en unitats internacionals sense seguir,
per tant, les recomanacions de la Federacid Internacio
nal de Quimica clinica (EPTRV, 1.978) i de 1°Organit-

zid Mundial de la Salut (wWorld Health Organisation,
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1.877) sobre unitats de mesura en biologia clinica i

medicina en general,

En resum, pot dir-se que la técnica proposada
assoleix una notable practicabilitat i que tant 1la
sensibilitat com el marge de mesura i la precisid,
s“adapten a les necessitats de 1°estudi. Pel que fa a
1”exactitud, la correlacid amb la radioimmuncanilisi
és forga bona, amb el notable avantatge gue suposa el
no haver de manipular materials radiocactius que compor
ten una série d“inconvenients considerables, com ara
aparells especials, personal especialitzat, permisos

oficials, caducitats curtes, etcétera.

L estudi del valor semioldgic de la concentra-

cid d”insulina sérica postestimul tingué com a comple

ment ineludible el de la concentracid de glucosa séri-

ca en el curs de la prova de sobrecarrega oral de glu
cosa. Els resultats reproduiren la coneguda ambigiUitat
d“aquesta prova, confirmant 1°opinid que sosté cue no
pot ser utilitzada com a Gnica prova bioquimica en
1°exploracidé de la diabétis mellitus (Soeldner, 1.977).
Deixant de banda la manca de reproductibilitat en un

mateix individu i la dispersid de criteris sobre quina
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é€s la frontera entre valors normals i patoldgics (2.
3.4), la mesura de les concentracions de glucosa sé-
rica en el curs de la prova de sobrecarrega oral de
g;ucosa no és suficient per a.poder diferenciar nivells
o categories d“intolerdncia a la glucosa. Aixi, pogué
constatar-se cue els valors de les drees de ies cor-
bes de glucémia dels grups TGA i DMNID, obesos i no ]
besos, s”“imbricaven extraordindriament (Figures 5.9 i
5,10) i el mateix passava amb les concentracions de
glucosa sérica als 120 minuts de la ingestid de gluco
sa (Figures 5.11 i 5.12), encara que les mitjanes fo-
ssin significativament superiors en els grups DMNID.
Aix0 va indicar que a nivell de grup la intolerancia
a la glucosa estava relacionada amb la severitat 'de
1°afeccid, perd sense aue aixd fos vdlid 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 reunid a Zagreb
1°any 1.979 s”haguessin seguit els del National Insti
tutes of Health dels Estats Units (2.3.4), els valors
de la concentracid de glucosa sérica als 120 minuts
haurien estat més resolutius ja que pot classificar-se
com a diabétic un subjecte en funcid de la tolerdncia

a la glucosa, sense tenir en compte la concentracid de
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slucosa sdrica en condicions basals, rat aixd, va

?aig
preferir-se utilitzar un criteri cue dificultés al mé
xim la classificacid d“un.subjecte com a diabé&tic ba-
sada només en valors de parimetreé bioquimics, Per ai
x3, el percentatge de subjectes classificats com a
DIINID sense presentar signes clinics va ser relativa-
ment escds. També hi hagueren algunes imbricacions en
tre els grups Normal i TGA; la quzl cosa s“explica
ner la possibilitét gue la concentracid de glucosa sé
rica als 120 minuts fos inferior a 7,3 mmol/L per
tant normals, perd en canvi superior a 10,3 mmol/L
als 6G, minuts o a €,2 mmol/L als &C minuts, nivells a
nartir dels cuals la tolerancia ja es considera pato-
16gica segons els criteris seguits. Varen seguir-se
els criteris de Fajans-Conn ja que presenten menys po
ssibilitats d“ambiglitats que els del National Diabe-
tes Data Group en els que els subjectes amb una con-
centracid de glucosa sérica inferior a 7,8 mmol/L als

120 minuts perd superior a 11,1 mmol/L als 60 o 90 mi

nuts queden sense classificar.
En treballs precedents realitzats pel nostre

grup (Seccid de Bioquimica Clinica cdel Servei d‘Anéli

sis Cliniques de 1“Hospital de la Creu Roja de 1°Hos-
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pitalet) s“ha comunicat que la determinacid de les con
centracions sériques de glucosa i insulina als 120 mi
nuts assoleix en conjunt una resolutivitat més gran
que la prcva de tolerdncia a la glucosa oral en dife-
renciar per mitjans bioquimics els subjectes diabétics
dels qui només pateixen intolerancia i agquests dels
aui no pateixen cap d“aquestes anomalies (Mird, 1,980,
b i 1.981). Aquesta resolutivitat va quantificar-se
mitjangant 1°index d“eficdcia diagndstica diferencial
(4.2.6) gque va permetre comparar la capacitat de les
diferents.proves assajades per a discriminar els com-
ponents de dos grups nosoldgicament diferents. Als 12
dexs d“eficdcia diagndstica diferencial trobats només
s“els hi va considerar la seva capacitat de comparar
entre diverses proves cuina &s més efectiva per a di=-
ferenciar els components de dos grups, sense pretendre

que tinguessin una significacid estadistica més gran.

En els subjectes no obesos amb tolerancia a la

glucosa alterada la concentracid d”insulina sérica als

12C minuts fou sicnificativament superior a la dels

oue patien diabetis no insulinodependent i, ensems, a

la dels individus normals. Comes veurd més endevant,

n
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aquesta observacid concorda amb les de bon nombre de
treballs previs, encara que amb enfocs diferents. Com
cgue la imbricacid de valors individuals va ser poc im
portant, 1°index d“eficdcia diagndstica diferencial
entre els grups TGA i DMMIC fou de 0,90, molt superior
als de 0,28 obtinguts amb la concentracid de glucosa
sérica als 120 minuts i 0,17 amb l1%drea de la grafica
concentracid de glucosa sérica en front del temps (cor
ba de glucémia). Entre els grups TGA i Normal, 1°in-
dex d“eficdcia diagndstica diferencial fou de 0,95, su
perior també als de 0,83 obtingut amb la concentracid
de glucosa sérica als 120 minuts i 0,86 amb 1°3drea de

la corba de glucémia.

Tornant als antecedents bibliografics abans es
mentats, ja 1°any 1.960 va veure’s (Yalow, 1.860) que
en casos de diabetis considerades inécues; la resposta
insulinica als trenta minuts de la sobrecarrega oral
de glucosa era inferior als valors normals, mentre que
a les dues hores n’era superior., En un estudi portat
a terme amb 5C1 subjectes (Chiles, 1.970),en les per-
sones no obeses amb intolerdncia a la glucosa varen
trobar-se altes concentracions d”insulina sérica a les

dues hores de la ingestid de glucosa, mentre cue en
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les que patien diabetis severa els nivells d”insuli-
na sérica als trenta minuts eren molt més baixos aue
en el grup de referéncia normal, tendint a igualar-se
cap a les dues hores. Aixd anava a favor de la teoria
gue postula que la hipoglucémia postprandial que a-
costuma a presentar=-se en pacients amb diabetis benig
nes era deguda a una produccid d“insulina demorada pe

ré excessiva (Seltzer, 1.956).

El valor semioldgic de la resposta insulinica
a la sobrecarrega oral de glucosa s ha interpretat de
maneresfbontradictaries. Aixi, &s molt extesa s la con
sideracid que la diabetis manifesta només s“acostuma
a donar an pacieﬁts gque préviament havien presentat
resposta insulinica disminulda (Fajans, .1,974) (Kuzu-
ya, 1.278). Segons Fajans (1.97¢) la resposta insuli-
nica no déna una informacid adegquada per a l°establi-
ment d“una diagnosi, perd en canvi té valor prondstic.
D“altres ho posen en dubte (Keen, 1,980). La manca de
valor diagndstic dels nivells d“insulina sérica s”a-
tribueix a una excessiva heterogeneItat. Malgrat tot,
cal tenir pcresent que en els darrers anys la diabetis
mellitus ha estat objecte de dues classificacions que

establien grups o categories, La classificacid de 1“Gr
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ganitzacid Mundial de la Salut de 1l any 1.965 (WHO Ex
pert Committee, 1.965) es basava sobre tot en la his-
téria natural de la malaltia, definint una série d”es
tadis en funcid de la severitat de la mateixa. La cla
ssificacid del National Diabetes Data Group (National

Diabetes Data Group, 1.87S) és molt més precisa i té

en compte, també, la naturalesa de l1l“afeccid, establint

una normativa clara que permet decidir a quin grup per
tany cadascun dels subjectes considerats. En aquesta
tesi els subjectes estudiats varen classificar-se se-
gons aquestes definicions .d”una manera sistematica, co
sa que, Obviament, no era possible fer abans de la se

va aparicid.

El fet gque les concentracions d“insulina séri-
ca als 120 minuts fossin significativament més altes
en el grup TGA que en el .DMNID, amb molt poques inter
seccions, va indicar que acuest parémetre podria con-
siderar-se un signe bioquimic diferencial entre aques
tes dues categories d”intolerancia a la gluccsa. Una
circumst3ncia que podria explicar l1“aparent contradic
cid entre els punts de vista de Fajans i la present
tesi és que al parlar de resposta insulinica elevada

o disminuida es tenen en compte normalment les arees
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de les grafiques, concentracid d”insulina sérica en
front del temps (corba d”insulinémia), o bé els indexs
insulinogénics (Bagdade, 1.967), Aqui, en canvi, només
es prengueren en consideracid els valors puntuals de
les concentracions sériques de glucosa i insulina als
12C minuts, aspecte diferencial respecte els altres

treballs.

En els subjectes obesos les concentracions d”in
sulina sérica als 120 minuts foren molt més elevades
que les dels normals no obesos. Aixd ja podia esperar-
se degut a 1l hiperinsulinisme propi de 1“obesitat (Ka
ram, 1.865). Dintre de cada grup la variabilitat fou
gran i per aixd no pogueren apreciar-se diferéncies
estédisticament significatives entre grups. Basat en
el fet segons el cual quan les variacions individuals
de la resposta insulinica vénen expressades en funcid
del nercentatge de canvi respecte del nivell basal,
els =fectes de 1°obesitat en la resposta insulinica
queden eliminats (3agdade, 1.971), va calcular-se 1°in
dex insulina(S) 120 min/insulina(S) bhasal. En el grup
TGA aquest index fou significativament més alt que en
els altres dos. Al mateix temps la interseccid resulta

poc acusada, de forma que 1°index d“eficdcia diagnds-
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tica diferencial entre els grups TGA i Mormal fou de
0,80 i entre els grups TGA i DMMID de 0,S6., 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 arees de les corbes de glucémia. D aquesta manera
un sector tan important de la poblacid amb intolerdn-
cia a la glucosa com és el de les persones obeses po

gué prendre”s en consideracid.

L°elaboracié de sengles algorismes,l”un per de

terminar de ouin grup formava part un subjecte no obés,
coneixent els valors de les concentracions sériques

de glucosa i insulina als 120 minuts de la ingestid de
glucosa (Figura5.18. ) i 1%altre per un subjecte obés
amb els mateixos parametres ultra la insulina sérica
basal (Figura 5.19 ), possibilita la utilitzacid d“a-
cuests parametres per a establir diagnosis diferen-
cials entre diferents categories d“intolerancia a la
qlucosa. Acuesta consideracid cal matisar-la deguda-
ment, 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 tolerin
cia a la glucosa alterada. Per tant, el valor diagnds’

tic de la conjuncid de glucosa i insulina sériaques



cal entendre que té interés en aquells casos en qué
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 cli-
nica és suggerent perd no definitiva. Llavors, prenent
en consideracid el signe bioquimic de la conjuncid
dels valors dé glucosa i insulina sériques pot esta-
blir-se un diagndstic. Aixd encaixa amb la conclusid
a la que eé va arribar a partir d“un estudi linial
(Kosaka, 1.974) en el que de tots els pacients aque al
principi tenien diabetis dubtosa només esdevingueren
auténtics diabéticg els que des d“el primer moment
havien presentat respostes insuliniques baixes, També
8s significatiu aue en estudis realitzats amb indis
Pima, entre els quals hi ha una bimodalitat molt mar
cada entre diabetis i intolerdncia a la glucosa (Dorf,
1.976) s“hagin trobat respostes insulfniques baixes

‘només en els individus diab&tics (Savage, 1.975).

Si hom considera que la diabetis mellitus no
insulino dependent i la tolerdncia a la glucosa alte
rada sdn entitats nosoldgiques diferents encara que
tinguin trets comuns, sobretot en les diabetis inci-

pients, pot pensar-se que amb al métode exposat la di

-
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ferenciacidé podria fer-se abans. Aixd proporcionaria
la possibilitat d“enfocar d“una manera més eficag¢ la
prevencid i seguiment de la malaltia. Aixi s”evita-
ria el catalogar com a potencials diabétics aquelles
nersones que només presenten intolerancia a 1la glucg
sa, cosa que moltes vegades ocasiona traumes injusti
ficats. La majoria de vegades una dieta adecuada 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 més rigurds i, tal vegada, medica
cid encara que els signes clinics fossin discrets

(Forsham, 1.973).

Tot i que es coneix l“associacid entre.la hi-
pertrigliceridémia i la diabetis mellitus (Albrink,
1.974) no es pot negar la complexitat de la mateixa.
Aixi, en les persones amb anomalies en la tolerancia
a la glucosa, en els diabétics no insulidependents
i en els diabétics insulinodependents la incidéncia
d’hipertrigliceridémia és més gran, bé& que per causes
diferents. En la intolerdncia a la glucosa, la hiper
insulinémia associada sembla ser la causa d una esti

mulacid de la secrecid hepdtica del triglicérid unit
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a lipoproteines de molt baixa densitat {VLDL-trigli-
cérid) (Reaven, 1.967) (Bernstein, 1,978). En els ca
sos de diabetis insulinodependent 1“abséncia d“insu-
lina sembla minvar 1“accid de la lipoproteina-lipasa
en la seva missid de netejar el plasma de triglicérid
(Van Tol, 1.977). En els casos de diabetis no insuli
nodependent l°explicacié sembla ser la mateixa, enca
ra que no estigui tan clar (Greenfield, 1.980). També
s“ha trobat una associacid entre diabetis mellitus i
el risc de malaltia isquémica corondria (Righetti,
1.973). Al mateix temps, s“ha comprovat una major .in
cidéncia de nivells de colesterol unit a lipoproteil-
nes d”alta densitat (HDL-Colesterol) inferiors als
normals en pacients diabétics (Lopes-Virella, 1.977).
Les tres observacions lliguen perfectament ja aque els
nivells alts de triglicérid séric s“associen amb .ni-
vells baixos de HDL-Colesterol (Lewis, 1.980) i aquests
amb un risc més elevat de patir una malaltia isquémi
ca coronadria (Miller, 1.975). De totes maneres, la ma
jor incidéncia de nivells de triglicérid séric supe-
riors als normals entre els diabétics no insulinodepen
dents i les persones amb tolerdncia a la glucosa al-
terada, no implica necessériamént que hi hagi d“haver

diferéncies estadisticament significatives entre les
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concentracions de triglicérid séric d“aquests grups
de persones i els individus normals. Aixi, en aquest
treball la concentracid mitjana de triglicérid séric
basal fou més alta en el grup DMNID gue en el grup
TGA i en aquest, més alta que en el grup Ndrmal.(Fi-
gura 5.20), Aixi i tot, les diferéncies no foren es-
tadisticament significatives degut a que el ventall

de valors fou molt amnli,.

La concentracid de triglicérid sdric als 120
minuts de la ingestid de glucosa &s un parametre com
pletament marginat de la literatura revisada. La se-
va introduccid en aguesta tesi va donar uns resultats
forca interessants en el terreny bioldgic, si bé de
dubtosa utilitat per a la diagnosi. El1 fet que en el
grup de.persones normals no obeses la concentracié
de triglicérid séric als 120 minuts fos inferior a la
basal, mentre gue en els altres dos grups constituits
ner no obesos i en tots els grups formats per obesos
aixd no pogués demostrar-se, va a favor de les possi
bles causes d“hipertrigliceridémia esmentades abans.
Aixi, podria pensar-se que en els individus normals
1°estimulacidé de la secrecidé insulinica hauria causat

indefectiblement una activacid de 1la lipoproteina-1i
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pasa, que complint amb la seva funcid bioldgica hau-
ria actuat disminuint la concentracid de triglicérid
séric. En canvi, en el grup DMNID, no obesos, la res
.posta insulinica hauria estat massa feble per a poder
donar efectes notables., En el grup TGA, no obesos,
aixi com en tots els grups formats per obesos la res
posta insulinica fou molt alta i perllongada, per 1la
qual cosa s“haurien pogut sobreposar d“una banda l‘ag
tivacid de la lipoproteIna-lipasa i de 1“altre l'in;
crement de la sintesi de VLDL-triglicérid. En funcié
de quin fos 1°efecte predominant s“hauria donat una
disminucid o un augment de la concentracib de trigli
cérid sdric. AixiI doncs, un increment de la concentra
cid de triglicérid séric als 120 minuts respecte'la
concentracid en condicions basals, podria indicar una
hipersecrecid insulinica lligada a l1“obesitat o a la
tolerdncia a la'gluCOSa alterada i en tot cas descar

taria un funcionalisme normal.

Els valors dels percentatgés d“hemoglobina glu-

cosilada foren significativament superiors en els
grups DMNID, obesos i no obesos, que no pas en els al
tres (Figura 5.21). Aix0 es correspon amb el criteri

3mpliament difés segons el cual 1”hemoglobina glucosi
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lada &s un reflex de la mitjana aCUmUIAtiva de la
concentracid sérica de glucosa (Maquart, 1.978). En
els pacients amb diabetis manifesta la concentracid
de glucosa sérica estd elevada de forma continua.D%al
- tra banda, ei fet de que els subjectes dels grunps TGA
no tinguessin Lnes hemoglobines glucosilades signifi
cativament diferents dels subjectes normals és una
cosa comprensible, ja que la glucosa sérica només s”e

leva per damunt dels limits normals de forma intermi

tent.

En la literatura revisada van trobar-se descri
tes correlacions positives de 1“hemoglobina glucosila
da amb diversos parametres com ara la fletxa d“hiper=-
glucémia provocada (Koenig,1.976a 1la glucosa sérica
en dejd (Graf, 1.977) , la glucosa en orina (Lanoe,
1.977), el triglicérid séric (Peterson, 1.977), el
LDL-colesterol (Sosenko, 1.978), etcétera. En canvi,
no se’n va trobar cap que la relacionés amb la respos
ta insulinica. Els resultats (Figura 5.22) mostren u
na correlacid significativa entre 1°hemoglobina glu-
cosilada i la concentracid d“insulina sérica als 120
minuts en el grup DMMID, no obesos, E1l fet que en al

tres grups no es trobés cap correlacid significativa
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podria explicar-se, tant en els obesos com en els no
obesos amb toleridncia a la glucosa alterada, per 1la
resposta insulinica elevada perd ineficag¢ en la regu
lacié del metabolisme dels carbohidrats. La relacib
inversa trobada en els diabétics no obesos és intere
ssant ja que suggereix que hi ha una relacid de pro-
porcionalitat entre la baixa secrecid d“insulina i
el mal funcionament dels mecanismes reguladors de 1la
concentracid de olucosa sérica. En altres paraules,
si hom considera l1l“hemoglobina glucosilada com un bon
marcador de la severitat de la diabetis en l“aspecte
bioquimic (Kecenig, 1.976 b), pot pensar-se que aqueg
ta severitat depén del nivell de la resposta insuli-
nica. 0”2ixd es desorén cue la insulina sérica als
120 minuts podria servir, també&, com un marcador de

la severitat d”“una diabetis no insulinodependenf.



7. CONCLUSIONS
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1.~ A les dues hores de la sobrecdrrega oral de glu

cosa les persones no diabétiques amb intolerin-
cia a la glucosa presenten una resposta insuli-

nica superior a la normal.

S°ha dissenyat un algorisme mitjancgant-el cual,
el coneixement dels valors de la concentracid de
glucosa i insulina séricues en una mostra obtin_
cuda 12C minuts després d“una ingestis normalit
zada de glucosa, és suficient per a poder saber
amb una gran probabilitat d“encert si un subjec
te pateix diabetis no insulinodependent, intole
réancia a la glucosa sense diabetis o cap de les

dues circumstancies.

En el cas d”una clinica poc manifesta 1“index

glucosa (S) 120 min/insulina (S) 120 min pot ser
per als subjectes no obesos, un indicador eficag
oer a diferenciar una diabetis no insulinodepen
dent d“una intolerancia a la glucosa idiopatica
o secundaria a altres trastorns, Per als subjeg
tes obesos 1°Index insulina (S) 12C min/insulina

(S) basal not acomplir la mateixa funcid, bé& que

amb un risc d“error més gran.
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4,- La informacié que pot obtenir-se dels valors de
la glucosa i insulina sérigues als 120 minuts
de la ingestid de glucosa,(més la insulina séri
ca basal en els obesos), té més eficidcia diag-
ndstica que la prova de tolerancia a la glucosa

oral que té poca especificitat,

5.~ En les persones normals no obeses la tﬁigiiceri-
démia als 120 minuts de la ingestid de glucosa
sempre &és inferior a la basal., En les persones
,due presenten obesitat, intolerdncia a la gluco
sa o0 diabetis no insulinodependent acostuma a

ser superior.

6.~ En els diabétics no insulinodependents no obesos
es déﬁa una relacidé de proporcionalitat inversa
entre 1°hemoglobina glucosilada i la insulina
sérica als 120 minuts de la ingestid de glucosa.
Aixd vol dir que com més gran sigui la severitat
de la diabetis més baixa serd la insulina sérica

als 12C minuts,

7.- Amb les modificacions introduldes a l”enzimoimmu
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noanalisi d”insulina es millora la practicabili
tat del métode ja que s“aconsegueix un marge de
medicid més gran, apte per a la quantificacid

dels elevats nivells post-estimul.
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