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RESUMEN

Antecedentes: El predominio de la diabetes gestacional esta aumentando en nuestra poblacion y sus
efectos en el metabolismo celular y estatus oxidativo estan siendo estudiados. Objetivo: Determinar si existe
una relacion entre la actividad de la glutatién reductasa eritrocitaria, evaluada a través del test CAGRE y
la diabetes gestacional. Método: Estudio transversal de casos y controles, incluyé a 30 embarazadas con
diagnostico de diabetes gestacional y 30 sin patologias asociadas, pertenecientes a la Maternidad del
Hospital Barros Luco-Trudeau, Santiago de Chile. La actividad de la glutation reductasa de eritrocitos fue
determinada espectrofotométricamente a través del test CAGRE, la que fue relacionada con variables
maternas como: edad, hematocrito, presencia de antecedentes de enfermedades familiares, estado
nutricional materno e indice de masa corporal. Para comparar las variables entre ambos grupos, se
realizaron medidas de disparidad, posicién y analisis de la correlacién. Resultados: El grupo de madres
diabéticas presenté edad materna, indice de masa de corporal y antecedentes de diabetes gestacional
mayores que el grupo control, aunque sin diferencia estadisticamente significativa. El predominio de anemia
y la respuesta al suplemento del cofactor FAD en la actividad de la glutation reductasa eritrocitaria fue
similar entre los grupos. La mayor incidencia de diabetes familiar en el grupo control fue estadisticamente
significativa. La distribucion de los valores de CAGRE, utilizado también como un indicador de los niveles
de riboflavina, mostré en el grupo de casos riesgo medio a alto de malnutricién, mientras que en el grupo
control la tendencia fue normal o de riesgo bajo. Conclusion: Las embarazadas diabéticas gestacionales,
presentaron mal nutricion y un estrés oxidativo mayor que el grupo control, evidenciado por el test de
CAGRE.

PALABRAS CLAVE: Test CAGRE, diabetes gestacional, estrés oxidativo

SUMMARY

Background: The prevalence of the gestational diabetes is increasing in our population and its effects in the
cellular metabolism and oxidative status had been studied. Objective: Determine if exists a relationship
between the erythrocyte glutathione reductase activity evaluated by EGRAC test and the gestational
diabetes. Methods: This traversal study of cases and controls, included at 30 pregnant with diagnostic of
gestational diabetes and 30 without associate pathologies, belonging to the Maternity of the Hospital Barros
Luco-Trudeau, Santiago-Chile. The activity of the glutathione reductase was determined by
spectrophotometric assay through the EGRAC test, and their values were related with maternal variables
as: age, hematocrite, presence of antecedents of family illnesses, maternal nutritional status and the body
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mass index. To compare the variables between both groups, they were carried out measures of disparity,
position and analysis of the correlation. Results: We determine that the group of diabetic mothers was older,
with higher body mass index and a bigger frequency of antecedents of gestational diabetes that the control
group, although without significant difference. The prevalence of anemia and the answer to the supplement
with FAD in the activity of the glutathione reductase was similar among the groups. On the other hand, the
incidence of familiar diabetes in the group control was bigger. The distribution of the values of EGRAC, also
used as an indicator of the riboflavin levels, showed in the group of cases half risk to high of malnutrition,
while in the group control the tendency was normal or low risk. Conclusion: We can conclude that the
gestational diabetics pregnant presented malnutrition and higher oxidative stress that the control group,
evidenced by means of the EGRAC test.

KEY WORDS: EGRAC test, gestational diabetes, oxidative stress

INTRODUCCION

La diabetes gestacional se presenta como una
intolerancia a los carbohidratos cuyo inicio y detec-
cion se realiza por primera vez durante el embara-
zo. Esta condicion afecta a 4-5% de embarazadas
a nivel mundial (1).

El embarazo es una condicion metabdlica de
tipo oxidativa en que la unidad feto-placentaria se
forma a expensas de la madre. Algunos autores
sugieren el uso de medidas de marcadores de estrés
oxidativo tales como peroxidacion de lipidos o medi-
das de produccion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) para evaluar su implicancias clinicas y la in-
tegridad y funcionalidad de dicha unidad (2,3).

En nuestro organismo existen diferentes meca-
nismos para evitar la extension del dafio causada
por los radicales libres, éstos incluyen a péptidos
con grupos tiol, como el glutation (GSH). La con-
centracion intracelular de GSH se controla por la
accion de la glutation sintetasa, la peroxidasa y la
reductasa. La Ultima enzima es la que recicla el
glutation oxidado (GSSG) a su especie bio-activa
GSH. La actividad de la glutation reductasa, una
enzima dependiente del cofactor FAD (flavina ade-
nina dinucléotido), es medida a través del test
CAGRE (coeficiente de activacion de la enzima
glutation reductasa eritrocitaria), utilizado también
como un marcador de desnutricién o hipovitaminosis
B2, por la relacion existente entre la riboflavina y el
FAD. Esta prueba relaciona la actividad de la glu-
tation reductasa de glébulos rojos en ausencia de
FAD y su activacion por la adicion de dicho cofactor.
Ademas, la medida de esta actividad enzimética
podria ser Gtil en la deteccion del estrés oxidativo
eritrocitario de mujeres embarazadas normales y
sobre todo en los embarazos patologicos, en los
que aumenta la posibilidad de aborto o en los que
se produce un funcionamiento defectuoso de la
unidad feto-placentaria, como en la diabetes ges-
tacional (4,5).

En las mujeres con diabetes gestacional, una
alta concentracion de radicales libres podria causar
la destruccion de las células beta del pancreas y
también alteraciones morfolégicas en el crecimien-
to fetal. El estrés oxidativo ha sido claramente
asociado a la diabetes mellitus de tipo 2, donde se
presentan disminuidas las defensas antioxidantes,
por una parte con la existencia de actividades
menores de superoxido dismutasa SOD, catalasas
y glutation peroxidasa y por otra, porque los altos
niveles de glucosa o fructosa podrian inhibir a la
glutation reductasa, conduciendo a un aumento en
la concentracion de ROS (5-7). Sin embargo, existe
limitada informacion respecto al aumento del estrés
oxidativo en la patogénesis y mantencion de la
diabetes mellitus gestacional (MDG). Se ha encon-
trado que los niveles de los marcadores de estrés
oxidativo estan elevados en la placenta obtenida de
mujeres con diabetes gestacional, mostrando un
desbalance entre la produccion de radicales y las
acciones antioxidantes celulares, incluido los nive-
les de glutation (6-8).

El objetivo de este estudio es determinar la
actividad de la glutatién reductasa y la distribucion
de la prueba de CAGRE en embarazadas normales
y diabéticas, en relacion a la edad, el estado
nutricional y los antecedentes de enfermedades
familiares.

MATERIAL Y METODOS

Estudio transversal de casos y controles que
incluy6 a 60 embarazadas del Hospital Barros Luco-
Trudeau, con 24 0 mas semanas de gestacién y al
menos con un embarazo previo, sin ningln trata-
miento con drogas ni patologias diagnosticadas. El
grupo control estuvo compuesto por 30 embaraza-
das sanas y el grupo de casos por 30 embarazadas
con diagnostico de diabetes gestacional. Las varia-
bles estudiadas fueron edad materna, anteceden-
tes morbidos personales y familiares presentes y/o
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Tabla |

COMPARACION DE LAS DIFERENTES VARIABLES ESTUDIADAS EN EMBARAZADAS CON DIABETES
GESTACIONAL Y SANAS

Variable Control Casos Valor p *
Nimero de personas 30 30 NS

Edad promedio de las madre 23 +9.22 28,1 = 11,8 NS
Edad gestacional (semanas) 30 = 10 3374 NS
Hematocrito calculado (%) 34,6 = 8,4 353+ 10,1 NS
Valor CAGRE 1,35+04 1,41 +0,3 NS
Historial familiar de diabetes (%) 60 46,7 <0,05
Diabetes gestacional previo (%) 0 16,7 <0,05

* T de Student. NS: no significativo.

pasados, hematocrito y edad gestacional al mo-
mento del estudio, las que fueron obtenidas de las
fichas clinicas de las embarazadas. El estado nu-
tricional materno fue inferido a través de la curva de
indice de masa corporal. Se calcul6 el valor del test
CAGRE en ambos grupos. Para estudiar las varia-
bles, éstas fueron clasificadas de acuerdo con su
nivel de medicion y tamafio de la muestra. Se
determinaron medidas de tendencia central y se
utilizaron las pruebas de ANOVAYy T de Student con
un nivel de significancia p<0,05.

Calculo del valor del test CAGRE: Se determina
en base a la diferencia de absorbancia de la mues-
tra a los 10 minutos del ensayo versus el tiempo
cero (A Abs) para ambas muestras (tubo Ay tubo B)
y de acuerdo al siguiente cuociente:

CAGRE = (A Abs. muestra con FAD) / (A Abs.
muestra sin FAD)

El protocolo utilizado en este estudio fue apro-
bado por la Escuela de Obstetricia y Puericultura de
la Facultad de Ciencias Médicas de la Facultad de
Ciencias Médicas USACH y por el Servicio de

Tabla Il

DISTRIBUCION DEL ESTADO NUTRICIONAL DE
EMBARAZADAS CON DIABETES GESTACIONAL Y

CONTROLES
Controles Casos
Estado nutricional* n % n %
Bajo peso 7 23,3 0 0,0
Normal 9 30,0 9 30,0
Sobrepeso 9 30,0 6 20,0
Obesidad 5 16,7 15 50,0
Total 30 100 30 100

* De acuerdo al normograma del indice de masa corporal
para embarazadas y grafico de diagndstico nutricional
en relacion al peso-talla y edad gestacional (diferencias
no significativas).

Obstetricia del Hospital Barros Luco-Trudeau. Des-
pués de la aceptacion del estudio (consentimiento
informado), se obtuvo una gota de sangre capilar
(10uL) por puncion del dedo indice de las embara-
zadas de ambos grupos.

Los 10 uL de sangre se colocaron en un tubo de
ensayo (tubo A) conteniendo 5 ml de buffer he-
molitico pH 6,9 (EDTA 1mM, digitonina 0,03mM,
KCI 200mM y K,HPO, 60mM). De esta solucion se
extrajo 1 mL, el que fue colocado en un segundo
tubo (tubo B), el que contenia 10 uL de FAD 1mM
(9). Ambas muestras se mantuvieron en hielo y
protegidas de la luz por un tiempo no mayor a 3
horas, hasta la determinacién espectrofotométrica
de la actividad glutation reductasa con y sin suple-
mento de FAD a 340 nm, durante 10 min, segln
protocolos descritos previamente (9,10). Los reac-
tivos utilizados NADPH, GSSG, FAD, EDTA, K,HPO,
y digitonina se adquirieron de Sigma-Aldrich (St
Louis, MO).

RESULTADOS

Al comparar algunas de las variables analiza-
das, de las embarazadas incluidas en los grupos
control y casos (Tabla I), se observa que no existe
diferencia estadisticamente significativa entre am-
bos grupos de acuerdo con la edad, la edad ges-
tacional al momento del estudio, el hematocrito
calculado y el valor promedio que presentaron del
test CAGRE. Hubo diferencia estadisticamente sig-
nificativa en el porcentaje de la poblacion que
presento historial familiar de diabetes, siendo ma-
yor en el grupo control (60%) que en el de casos
(46,7%), estos Ultimos, ademas informaron otras
patologias.

Al analizar, la distribucion del estado nutricional
asociado al indice de masa corporal de las emba-
razadas (Tabla 1), se encontr6 que en el grupo de
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Tabla Il

DISTRIBUCION DE LOS VALORES DEL TEST CAGRE

COMO UN MARCADOR DE RIESGO DE MALNUTRI-

CION ENTRE LAS EMBARAZADAS SANAS Y LAS CON
DIABETES GESTACIONAL

Controles Casos
Valor CAGRE* n % n %
Normal < 1,3 14 46,6 7 23,3
Riesgo medio 1,3-1,5 11 36,7 15 50,0
Riesgo alto = 1,5 5 16,7 8 26,7
Total 30 100 30 100

* Diferencias no significativas (T de Student).

casos prevalecian las mujeres obesas, mientras
que las embarazadas del grupo control presenta-
ban en su mayoria peso normal o solamente sobre-
peso ligero, diferencia no significativa.

Al utilizar los valores del test CAGRE como un
marcador de nutriciébn o de niveles tisulares de
riboflavina (vitamina B2) en las embarazadas con-
trol y casos (Tabla Ill), observamos que la tenden-
cia en el grupo control es presentar valores norma-
les del test CAGRE o en algunos casos un riesgo
medio de malnutricién, mientras que en el grupo de
los casos fue de mediano a alto riesgo de hipovita-
minosis B2, diferencia no significativa.

Cuando se analizé la actividad de la enzima
glutation reductasa eritrocitaria (Tabla 1V), se obser-
vé que dicha actividad en las embarazadas con
diabetes gestacional era menor que la detectada en
el grupo control, sin que la diferencia fuera esta-
disticamente significativa. Ambos grupos presenta-
ron algun grado de riesgo de desnutricion de acuer-
do con las diferentes categorias en que se subdivi-
den los valores del test CAGRE (valores mayores
de uno), el suplemento de las muestras sanguineas
con FAD causd un incremento en la actividad
enzimatica en ambos grupos sin diferencia estadis-
tica.
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Cuando se relacion6 la variable valor del test
CAGRE en funcion del estado nutricional materno
clasificado de acuerdo al indice de masa corporal,
(Figura 1), se observo que las mayores frecuencias
de mujeres en el grupo control correspondieron a
aquellas con valor normal de IMC y CAGRE normal,
seguidas de aquellas con sobrepeso y ligero riesgo
de malnutricién. Por otra parte, en el grupo de
casos, la mayor frecuencia observada correspondio
a las madres con sobrepeso-obesas y con valores
normales o altos de CAGRE. El andlisis estadistico
de la informacion presente en las Figuras 1Ay 1B
indic6 que no existe diferencia estadisticamente
significativa entre las distribuciones por categorias
de riesgo nutricional entre embarazadas controles y
aquellas con diabetes gestacional, de igual manera
la distribucién de los valores del test CAGRE entre
ambas poblaciones no present6 diferencia esta-
disticamente significativa.

Cuando se realiz6 un analisis similar entre las
variables hematocrito materno y valor del test
CAGRE (Tabla V), se observé en ambos grupos
que la mayoria de las mujeres eran anémicas. En el
grupo de los controles el 60% presentaba esta
anomalia y sus valores de CAGRE se distribuian

Tabla IV

DISTRIBUCION DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA
GLUTATION REDUCTASA DE GLOBULOS ROJOS EN
EMBARAZADAS CON DIABETES GESTACIONAL Y

NORMALES
Actividad glutation Embaraza- Embara- Valor p
reductasa das sanas  zadas DG
Sin suplemento
de FAD 0,70 = 0,34 0,76 = 0,26 NS
Con suplemento
de FAD 1,03 + 0,38 1,06 = 0,32 NS

NS: no significativo (T de Student).
DG: diabetes gestacional.
FAD: flavina adenina dinucléotido.
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trol respecto de su IMC vs. valores de CAGRE
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principalmente entre la condicion normal y de bajo
riesgo. En el grupo de los casos el 53,3% de las
madres estaban anémicas, pero la distribucion de
los valores de CAGRE era mayor entre los valores
normales y de alto riesgo. No hubo diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos de
embarazadas controles; ni entre las embarazadas
con diabetes gestacional, distribuidos de acuerdo al
valor de test CAGRE y en relacion con sus niveles
de hematocrito (ANOVA). No hubo diferencia esta-
disticamente significativa entre las embarazadas de
los grupos control y casos con diferentes grados de
nutricion en relacion con su hematocrito (T de
Student).

DISCUSION

De acuerdo con la definicion operacional del
test CAGRE, ambos grupos poseen moderado ries-
go de desnutricion, siendo esto mas evidente en el
grupo de los casos, sin que se alcance una diferen-
cia estadisticamente significativa entre las embara-

Alt Fasg

valores de CAGRE como indicador de riesgo
nutricional.

zadas sanas y aquellas con diabetes gestacional.
Estudios anteriormente publicados, sefialaban que
el coeficiente de activacion de la enzima glutation
reductasa de glébulos rojos mostraba un incremen-
to durante el embarazo normal debido a la deficien-
cia del consumo de riboflavina y la hemodilucion,
hecho que fue comprobado en nuestro estudio
(11,12). Adicionalmente, nosotros determinamos un
ligeramente mayor valor de test CAGRE entre las
embarazadas con diabetes gestacional, lo cual indi-
ca una mayor necesidad por vitamina B2 y un
mayor riesgo de malnutricion en estas madres.
Los resultados de nuestro estudio y aquellos
reportados en literatura, sugieren una disminucion
de la actividad de la glutatiébn peroxidasa en la
sangre materna, produciendo una disminucion en la
conversion del GSH a glutation oxidado (GSSG).
Parte de este ultimo es reducido en los glébulos
rojos por accion de la glutation reductasa (GR) y
transportado fuera de las células, removido de la
circulacion principalmente en el rifién conduciendo
a menores niveles de glutation en la sangre asocia-

TablaV

RELACION ENTRE LOS NIVELES DE HEMATOCRITO Y LA DISTRIBUCION DE LOS VALORES DEL TEST
CAGRE EN AMBOS GRUPOS DE EMBARAZADAS.

Valores CAGRE

Embarazadas controles Embarazadas diabetes gestacional

Bajo riesgo Normal Alto riesgo Bajo riesgo Normal Alto riesgo
Niveles de hematocrito =13 1,3-1,5 =15 =13 1,3-1,5 =15
Anemia 8 8 2 2 8 5
Normal 5 2 3 4 6 3
Policitemia 1 1 0 1 1 0

Andlisis estadistico: ANOVA entre los grupos de embarazadas controles (p=0,5227) y entre las diabéticas gestacionales
(p=0,4633). Prueba T de Student entre las embarazadas de los grupos control y casos con bajo riesgo (p=0,3508), con
riesgo normal (p=0,6815) y con alto riesgo (p=0,5879).
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dos a la inhibicion de la enzima glutation sintetasa.
La combinacion del aumento en la produccion de
especies oxidantes y una disminucién de las defen-
sas antioxidantes contribuye al aumento del estrés
oxidativo en los eritrocitos en condiciones de diabe-
tes mellitus y esto es probablemente la causa de
partos problematicos en embarazos en los que se
desarrolla diabetes gestacional (desarrollo de pre-
eclampsia-eclampsia), asociados a una disminu-
cion en la concentracion de GSH y de la actividad
de la glutation peroxidasa (13-16). La ligera dismi-
nucion de la actividad de la glutation reductasa
observada en nuestras pacientes con diabetes
gestacional podria producir una disminucién en la
cantidad intracelular de GSH necesaria para prote-
ger a las células del estrés oxidativo.

Nuestros estudios muestran que las mujeres
embarazadas que desarrollaron diabetes gesta-
cional eran de mayor edad y tenian un indice de
masa corporal mas elevado que las madres del
grupo control. Todas estas caracteristicas se ase-
mejan a aquellas publicadas anteriormente, que
refieren un mayor riesgo de desarrollar diabetes
gestacional, en embarazadas con antecedentes
familiares de diabetes, con mayor edad, de baja
estatura y en multiparas (14,17,18). De acuerdo
con nuestros resultados no existe asociacion esta-
distica entre la existencia de antecedentes familia-
res de diabetes y la adquisicion de diabetes gesta-
cional, pese a que nuestro grupo control presenté
un mayor porcentaje de antecedentes familiares de
diabetes. Por otra parte, un 16,7% de las pacientes
con diabetes gestacional informd haber tenido di-
cha patologia en embarazos previos, mientras que
en el grupo de controles no se presentaron tales
antecedentes.

Cuando se analiza la distribucion de las emba-
razadas con y sin diabetes gestacional de acuerdo
con su IMC y se relaciona con el riesgo de mal-
nutriciéon inferido de la medida del valor de CAGRE,
se observa en primer lugar que las embarazadas
con diabetes gestacional tienden a tener un mayor
IMC y no se presentaron pacientes clasificadas en
el rango de bajo peso, ademas entre las con IMC
normal, se detecté un mayor riesgo de padecer
malnutricion en aquellas que tenian diabetes ges-
tacional. En el rango de obesas en ambos grupos,
aproximadamente un tercio de la poblacién presen-
t6 altos valores del test CAGRE, indicadores de una
hipovitaminosis B2; por lo tanto, la obesidad duran-
te el embarazo podria ser un factor de riesgo de
malnutricion y de estrés oxidativo asociado a una
disminucion de la actividad de las enzimas FAD
dependientes (13-16).

En relaciéon con el hematocrito, la mayoria de
las embarazadas del grupo control y casos tenian
anemia (60% y 53,3% respectivamente) lo que se
explica debido a la hemodilucién que se produce
durante el embarazo. Algunos estudios han repor-
tado que no existe relacion entre los niveles de
hematocrito y el riesgo de desarrollar diabetes
gestacional, indicando que la prevalencia de ésta
es menor entre las madres anémicas y se relaciona
con un aumento en el consumo de alimentos que
incluyen hierro (19,20). Por otra parte, hay una
aparente relacion directa entre la falta de riboflavina
determinada a través del test CAGRE con la preva-
lencia de anemia (19). En nuestro estudio, no fue
posible establecer una relacion entre el hematocrito,
el valor de test CAGRE vy el desarrollo de diabetes
gestacional debido a que los niveles de hematocrito
eran bajos en las embarazadas de ambos grupos y
ademas porque los valores del test CAGRE deter-
minados en ambos grupos eran igualmente altos, lo
que indicaba una hipovitaminosis B2.

Las variables que fueron revisadas en nuestro
trabajo y asociadas con los signos de diabetes
gestacional (sobrepeso, antecedentes personales
de diabetes gestacional y edad de la embarazada)
se relacionaron con mayores valores del test
CAGRE lo que indica un mayor estado de mal-
nutricion materna y al mismo tiempo evidencia un
mayor riesgo de estrés oxidativo. Por otra parte, la
disminuciéon del hematocrito, marcador de hemo-
dilucién caracteristico del embarazo, se modificé en
igual magnitud en ambos grupos de embarazadas.

CONCLUSION

De acuerdo con los resultados del estudio, las
diferencias observadas en la actividad de la glutation
reductasa entre ambos grupos de embarazadas, no
permiten afirmar que la diabetes gestacional se
asocie a una menor actividad de la misma. Indepen-
diente de lo anterior, sugerimos la suplementacion
dietaria de vitamina B2 para todas las embaraza-
das, puesto que los valores de test CAGRE en
ambos grupos mostraron un déficit nutricional de
consideracion.
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