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RESUMEN

En el organismo producimos &cido lipdico en pequefias cantidades, lo
podemos encontrar en los alimentos, como en suplementos dietéticos,
comercialmente se produce también para aquellas personas que practican el

fisicoculturismo por su efecto energizante y antioxidante.

El acido lipdico es un efectivo imitador de la insulina, se le conoce por su
gran potencia antioxidante, ha tenido un significante progreso en la dieta de los
diabéticos, los efectos secundarios aparecen raramente pero sin gravedad, no

se han encontrado efectos toxicos, regenera algunas vitaminas.

En las complicaciones de la diabetes, como el padecimiento mismo
existen evidencias de que son producidos por el exceso de radicales libres

generando dafios en partes del cuerpo, como también un estrés oxidativo.

Es por ello que al hacer uso del suplemento del acido lipéico ayudamos

al cuerpo a reducir el estrés oxidativo que se genera por parte de la diabetes.

Estudios recientes demuestran que el acido lipdico, ha tenido un efecto
satisfactorio en las enfermedades como derrames cerebrales, trombos entre
otros, gracias a que el acido lipdico atraviesa la barrera hematoencefalica

protegiendo a los tejidos del cerebro.



Hasta el dia de hoy para las personas, dichos efectos satisfactorios no
han sido demostrados, sin embargo se puede extrapolar en animales de

laboratorio como ratas, conejos, perros etc.

Para los estudios de &cido lipdico, los investigadores hicieron uso de la
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), siendo este uno de los

indicados para dicha determinaciones.



OBJETIVOS

General

Presentar la técnica mas eficaz en el analisis de &cido lipdico en diabetes

mellitus tipo Il por HPLC.
Particulares
Hacer las comparaciones con diabetes mellitus tipo II.

Destacar la importancia de acido lipéico en la salud humana.

Destacar los efectos cuando hay deficiencia en su aporte diario.

w0 N PR

Destacar el método de HPLC en la deteccion y cuantificacién del acido

lipdico.



INTRODUCCION

El organismo sintetiza muy pocas cantidades de acido lipoico. A nivel de
alimentos se encuentra en espinacas, brocoli, carne, levaduras y ciertos

6érganos (rifién y corazén).

El &cido lipdico se esta utilizando recientemente como ingrediente activo
de suplementos dietéticos por su efecto antioxidante, hipoglucemiante y
energizante. Es un complemento de la dieta muy comprometedor, tanto por sus

beneficios como por sus practicamente nulos efectos secundarios.*

Este compuesto actia como coenzima de muchas reacciones del
organismo, una por ejemplo en el proceso llamado glucodlisis que es el

responsable de la conversién de azlcar sanguineo en energia.*

El organismo lo puede sintetizar; como sus principales beneficios
podemos decir que es un efectivo imitador de la insulina sin efectos

secundarios, de hecho, también es un posible agente estimulante de la sintesis

proteica de forma natural.

El &cido lipdico en la dieta de pacientes con diabetes mellitus tipo Il

incrementa significativamente la utilizacién de glucosa en sangre.*

Por que se tiene en cuenta que el musculo es el principal demandante de
glucosa sanguinea, el acido lipéico ayudara al musculo a la absorcién de la

misma al interior de la célula muscular, incrementando a la vez, la sintesis de

glucégeno.*






Disminuye la captacion de glucosa por medio de las células del
tejido adiposo (o adipositos). El resultado de todo esto es un aumento en la
produccidén de energia y una disminucion de la acumulaciéon de grasa en el
organismo. El acido lipdico es capaz de reducir el dolor, la sensacion de

guemazon, irritacion, enrojecimiento, debilidad y calambres producidos por la

neuropatia diabética. *

Los efectos secundarios producidos por dicho compuesto se presentan
muy raramente, a dosis altas produciendo sintomas como fatiga, ansiedad,
confusion. También como alergias en la piel e hipoglucemia en pacientes
diabéticos. La administracién crénica de &cido lipdico en animales ha interferido
con la actividad de la biotina; en humanos esta interferencia no ha sido
demostrada.?

El acido lipéico o tioctico (acido a-1,2-ditional-3-pantoténico) es un
micronutriente de marcado poder antioxidante que actla como cofactor de las
enzimas protectoras frente a los radicales libres y su capacidad para regenerar

a la vitamina C, D y E de sus formas oxidadas por lo que se le considera el

antioxidante universal.?

Se sabe poco acerca de los alimentos que contengan este nutriente. Sin
embargo, se piensa que los alimentos que contienen mitocondrias, como las
carnes rojas, proporcionan la mayor cantidad de acido lipdico. Nuestro

organismo es capaz de sintetizarlo de manera natural, a partir del aminoacido

cistefna, pero en pocas cantidades. 2



En la administracion de pacientes, No se debe sobrepasar las dosis
recomendadas: Se inicia con 100-200 mg/dia, siguiendo de 200-300 mg diarios
para lograr su efecto antioxidante. Por ultimo de 400-600 mg/dia para el

tratamiento de diabetes.?

La diabetes mellitus tipo Il influye en los procesos bioquimicos, en los
gue reacciona espontaneamente junto con proteinas como el colageno,
destruyendo la glucosa en sangre. El colageno se encuentra en la piel, pero

también en los vasos sanguineos, en el tejido conjuntivo y en la mielina

(cubierta protectora de los nervios), entre otros.?

Con el paso del tiempo, estos procesos llevan a una aceleracion del
envejecimiento de los tejidos, problema en los rifiones, aterosclerosis y pérdida

de visién, que son también consecuencia de la diabetes.?

Retrasa la unién de las moléculas de glucosa con las moléculas de
proteina, favoreciendo la absorcion por parte de las células de la glucosa

sanguinea, una tarea propia de la insulina.>

Se ha revelado en numerosos estudios como un excelente remedio
contra un elevado estrés oxidativo. El acido lipdico puede frenar el cese
progresivo de la funcién de las mitocondrias y un aumento del estrés oxidativo,

gue se asocia al envejecimiento. Sin embargo, para su maxima aplicacion

terapéutica, se necesitan unos niveles muy elevados de plasma.®

Estudios recientes han demostrado el analisis de acido lipdico, por medio
del sistema de HPLC para ser tratado en varias enfermedades.® Haciendo
comparacion en pacientes con diabetes mellitus tipo 1l, como se muestra en la
tabla 1.
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GENERALIDADES

Diabetes Mellitus

El termino diabetes procede del griego diabetes, que a su vez deriva del
verbo diabaino “caminar” formado a partir del prefijo dia “a través de” y baino

“andar para”.’?

A lo largo del siglo XVIII y XIX el concepto diabetes era un tanto
impreciso, pues el termino se utilizaba con varios sentidos; en primer lugar, se
aplicaba de forma genérica para designar toda expulsiéon abundante de orina,
sin importar el estado quimico del liquido excretado ni atender a otros sintomas
contaminantes; en este sentido la palabra diabetes se usaba como sinénimo de

poliuria.’

Término acufiado por el médico ingles Thomas Willis en 1647 y que
designa una variante de la diabetes, la orina, a primera vista, tiene color claro,
pero miraba con atencion se percibe un matiz amarillento, lo que hace
compararse a una solucion de miel en una gran proporcion de agua. La orina
por lo general es mas o menos dulce al paladar. El termino diabetes mellitus a
permanecido en ingles hasta nuestros dias y por influencia de esta lengua, ha
entrado en el castellano con gran vigor, desplazando a las traducciones clasicas

espafiolas diabetes sacarina y diabetes azucarada.?



Manuel Hurtado De Mendoza (1840) ofrece en su diccionario: se desigha
con este nombre una enfermedad caracterizada por un aumento considerable y

alteracion en la secrecion de orina, sed viva y enflaquecimiento progresivo.>

En los siglos XVIII y XIX en la literatura europea se designaron otros
términos para la enfermedad de la diabetes, uno de ellos dice: padecimiento
con exceso de urea en sangre, que corresponde a la diabetes insipida, otro

término: padecimiento en sangre con materias grasas, que equivale a diabetes

lacteas entre otras.®

Fisiologicamente la diabetes sacarina es un sindrome organico que se
caracteriza por un aumento de los niveles de glucosa en la sangre (hiper
glucemia) resultado de concentraciones bajas de la hormona insulina o por su
inadecuado uso por parte del cuerpo y estd asociada con alto riesgo de

aterosclerosis, dafio renal, neural y ceguera que conducira posteriormente

alteraciones en el metabolismo de los carbohidratos, lipidos y proteinas. °

Es la enfermedad endocrina mas frecuente, su prevalencia mundial se ha
incrementado de forma espectacular en el transcurso de las dos Ultimas
décadas. Entre 1976 y 1994, un ejemplo de la prevalencia de DM tipo Il en los
adultos aumenté del 8.9% al 12.3%, al aumentar su incidencia en todo el mundo
es lo que la convierte en una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad.®

Actualmente existen evidencias de la aparicion de la diabetes mellitus
tipo Il, se debe a que principalmente se produce un desequilibrio bioquimico por

la produccion excesiva RL lo que provoca dafio oxidativo a las biomoléculas y

que no puede ser contrarrestado por los sistemas antioxidantes de defensa.’



La poliuria (produccion excesiva de orina), la polidipsia (incremento de la
sed), la pérdida de peso, algunas veces polifagia (aumento anormal de la
necesidad de comer) y la vision borrosa son los sintomas cardinales de este

padecimiento.?

Afortunadamente, la aparicion de DM tipo Il y enfermedades cardiacas,
puede ser evitado o disminuido con la administracion adecuadas de
antioxidantes como son las vitaminas C, D, E y acido lipéico esto con el
propésito de que las complicaciones vasculares ocasionadas por los radicales

libres disminuya.*

Cuando la diabetes dafa los nervios del corazén, esto conduce a un
padecimiento llamado neuropatia cardiaca auténoma. El &cido lipéico ha
demostrado ser muy prometedor en el tratamiento de este padecimiento®. En la
diabetes también se producen dafio en nervios de extremidades del cuerpo, a

este trastorno se le llamo neuropatia diabética.’

El acido lipdico también ha sido ampliamente propuesto como un
tratamiento para este padecimiento. Sin embargo, una revision de la evidencia

muestra que el &cido lipéico intravenoso ha mostrado ser benéfico para el

padecimiento de neuropatia diabética.”

Se ha escrito que la DM tipo Il esta asociada con las reacciones
oxidativas catalizadas por la transicion de metales. El EOx juega un importante
papel en la patogénesis y complicaciones de la DM los mecanismos que puede
contribuir al aumento de dicho estrés en pacientes diabéticos son diferentes, en
particular en aquellos sujetos con pobre control de la glicemia e

hipertriglicemia.®



La OMS reconoce tres formas de diabetes: de tipo |, diabetes mellitus
tipo I, y diabetes gestacional (ocurre durante el embarazo), cada una con

diferentes causas y con distinta incidencia.’

Estudios estadisticos realizados por la OMS estimaron que para el afio
2000, 171 millones de personas eran diabéticos en el mundo y que llegaran a
370 millones en el 2030.° Este padecimiento causa diversas complicaciones,
dafiando frecuentemente a o0jos, rifiones, nervios periféricos y vasos
sanguineos. Sus complicaciones agudas son (hipoglucemias, cetoacidosis,

coma hiperosmolar no cetosico y acidosis lactica, esta ultima muy raramente).”

Manifestaciones clinicas de |la diabetes

Diabetes tipo |

Diabetes juvenil 6 diabetes tipo | suele comenzar en personas con
temprana edad. El inicio de los sintomas suele ser brusco con la pérdida de
peso a lo largo semanas o ya sea dias, a veces la enfermedad debuta con una

cetoacidosis. Los personas con diabetes tipo | los niveles de insulina son

indetectables y los del glucagon estan aumentando.”

El tratamiento con insulina es necesario desde el principio. Con
frecuencia después del inicio de la enfermedad existe un periodo de remision
parcial (luna de miel) de duracion variable, donde las necesidades de insulina

se reducen.’



Diabetes mellitus tipo Il

Es una enfermedad metabdlica caracterizada por altos niveles de
glucosa en la sangre, debido a una resistencia celular a las acciones de la
insulina, combinada con una deficiente secrecion de insulina por el pancreas.
Un paciente puede tener mas resistencia a la insulina, mientras que otro puede

tener un mayor defecto en la secrecion de la hormona en los cuadros clinicos

pueden ser severos o bien leves.°

La diabetes mellitus tipo Il es la forma mas comudn dentro de las diabetes
Mellitus y la diferencia con la tipo | es que los pacientes no requieren de la
administracion exdgena de insulina para su sobrevivencia, sin embargo, cerca

del 30% o mas de los pacientes con diabetes tipo Il se ven beneficiados con la

terapia de insulina para controlar el nivel de glucosa en sangre.®

La deficiente disponibilidad de las funciones de la insulina hace que se
afecte el metabolismo celular, resultando en un aumento en los &cidos grasos,
en los niveles circulantes de triglicéridos. La cetoacidosis puede ocurrir en estos
pacientes como resultado de estrés, como una infeccion, la administracion de
ciertos medicamentos como los corticosteroides, deshidratacion o mas control

de la enfermedad.®

Entre un 80 y 90% de los pacientes con diabetes mellitus tipo Il son
obesos, de ello se puede deducir que una dieta rica en carbohidratos y grasa,

asf como una vida sedentaria, favorezcan la aparicién de este trastorno.®



Complicaciones agudas de la diabetes

Cetoacidosis diabética

Bioguimicamente se define como una glucemia mayor de 300 mg/dL,
sumada a una acidosis metabdlica con disminucion del bicarbonato plasmatico.
En su fisiologia se combinan por una parte un déficit de insulina y el aumento
de las hormonas contra insulares, estimulando la glucogenolisis hepética y la
glucogénesis; y por otra parte la activacion de la glucogénesis a partir de los

acidos grasos libres.’

Coma hiperosmolar

Complicacién que se puede definir como una glucemia mayor de 600
mg/dL. Con osmolaridad mayor de 350 mOsm/kg, se caracteriza por una

deshidratacion profunda consecuencia por una hiperglucemia mantenida la

mortalidad puede alcanzar el 50%.’

Neuropatia diabética

Es una causa frecuente de mortalidad en los pacientes diabéticos y se
puede afectar casi a cualquier parte del sistema nervioso central. La neuropatia
diabética en el paciente desgasta los nervios es ciertas extremidades del
cuerpo como también en manos o pies, tales dolores son extremadamente
fuertes, por la deshidratacion que hay en el paciente diabético, el exceso de
azucar y radicales libres. El acido lipoico prometedor en este padecimiento ya



gue reduce dolor, las concentraciones altas de glucosa y gran poder

antioxidante frente a los radicales libres.’

Radicales libres

Es una molécula (organica o inorganica), en general extremadamente
inestable y por tanto, con gran poder reactivo. Se puede sintetizar en el
laboratorio, se pueden formar en la atmosfera por radiacion y también se
forman en los organismos vivos (incluido el cuerpo humano) por el contacto con

el oxigeno y acttan alterando las membranas celulares y atacando el material

genético de las células, como el ADN.®

Los radicales libres tienen una configuracion electronica de capas
abiertas por lo que llevan al menos un electrébn desparejado que es muy

susceptible de crear un enlace con otro &tomo o molécula.®

Desempefian una funcion importante en la combustion, en la
polimerizacién, en la quimica atmosférica, dentro de las células y en otros

procesos quimicos, como se muestra en la figura 1.8
Para escribir las ecuaciones quimicas, el radical libre frecuentemente se
escribe poniendo un punto situado inmediatamente a la derecha del simbolo

atémico o de la forma molecular como:®

Hy, + hv—» 2H-



\ Lipoperoxidacion
Lipidos - Rotura de las

membranas

I biolagicas
Pérdida o
_—

Radicales . modificacion de la
libres Proteinas mmm—) | fyncion biologica

k Acidos
Qﬂléicos

Figura 1. Dafio producido por los radicales libres a las biomoléculas.
Tomado de: Knight J. 2000.
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Dafos de los acidos nucléicos

En el ser humano se ha calculado que los radicales libres modifican
aproximadamente diez mil bases de ADN por célula por dia. El principal agente
lesivo es el radical hidroxilo. Los RL serian capaces de dafiar directamente las
cadenas de ADN originando su fragmentacibn en un primer momento.

Posteriormente los RL modifican las bases nitrogenadas que van a ser

incorporadas al ADN, capaz de provocar importantes mutaciones.®

Antioxidantes

Los antioxidantes son molécula capaces de retardar o prevenir la
oxidacion de otras moléculas. La oxidacion es una reaccién quimica de
transferencia de electrones de una sustancia a un agente oxidante, produciendo
radicales libres que dafian las células. Los antioxidantes terminan estas

reacciones quitando intermedios del radical libre e inhiben otras reacciones de

oxidacion oxidandose ellos mismos.®

Asi niveles bajos de antioxidantes o la inhibicion de las enzimas
antioxidantes causan estrés oxidativo y pueden dafiar o matar las células.
Debido a esto es que los antioxidantes son a menudo agentes tales como tioles
o polifenoles. Los antioxidantes se encuentran en ajo, arroz integral, cafe,

coliflor, brocoli, jengibre, cebolla, entre otras muchas sustancias. También son

parte importante en la leche materna.’

Estos compuestos se pueden sintetizar en el cuerpo u obtener de la
dieta, los diferentes antioxidantes estan presentes en una amplia gama de

concentraciones en fluidos corporales y tejidos.’



Las especies reactivas del oxigeno que se producen en las células
incluyen el (H.0,), el (HCIO), y radicales libres como radical (HO*) y el radical
(02).°

El radical hidroxilo es particularmente inestable y reacciona rapidamente
y de forma no especifica con la mayoria de las moléculas bioldgicas.’

Las especie que son reactivas se producen del peroéxido de hidrogeno en
reacciones redox catalizadas por metales como la reaccion de Fenton estos

oxidantes pueden dafar las células comenzando reacciones quimicas en

cadena tales como la peroxidacion de lipidos u oxidando el ADN 6 proteinas.®

Particularmente importante es la reduccion de la coenzima Q en el
complejo lll, ya que un radical libre altamente reactivo se forma como

intermediario (Q-"). Este intermediario inestable puede conducir a una pérdida
de electrones cuando estos saltan directamente al oxigeno molecular y forman
el anion superdxido en vez de desplazarse con la serie de reacciones bien

controladas de la cadena de transporte de electrones.’

Los dafios al ADN pueden causar mutaciones y posiblemente cancer si
no son revertidos por los mecanismos de reparacion del ADN. Mientras que

dafios producidos en las proteinas causan la inhibicién de enzimas.®



Descripcion

Los antioxidantes se clasifican en dos amplios grupos, si son solubles en
agua O en lipidos. En general los antioxidantes solubles en agua reaccionan
con los oxidantes en el citoplasma celular y el plasma sanguineo, mientras que

los antioxidantes liposolubles protegen las membranas de la célula contra la

peroxidacion de lipidos. °

La importancia y las interacciones entre estos diferentes antioxidantes
constituyen un area compleja, con varios metabolitos y sistemas de enzimas
teniendo efectos sinérgicos e interdependientes unos de otros. La accion de un

antioxidante puede depender de la funcion apropiada de otros miembros del

sistema antioxidante. °

La cantidad de proteccidon proporcionada por cualquier antioxidante
depende de su concentracion, de su reactividad hacia la especie reactiva del

oxigeno y del estado de los antioxidantes con los cuales interactia.’

En el organismo

Es importante saber que el cuerpo utiliza oxigeno para obtener energia
de los alimentos y a su vez suministrarla para que todos los 6rganos realicen
los procesos bioquimicos que deben llevar a cabo. El procedimiento se
desarrolla en la sangre, donde participa importante proteina (hemoglobina) que
es la que contiene hierro, gracias a la cual el vital liqguido puede absorber 50

veces mas oxigeno que el agua.’



Actividades pro-oxidantes

Los antioxidantes que son agentes pueden también actuar como pro-
oxidantes. Por ejemplo, la vitamina C, tiene actividad antioxidante cuando
reduce sustancias oxidantes tales como el peréxido de hidrogeno, sin embargo

puede también reducir iones de metales lo que conduce a la generacion de

radicales libres a través de la reaccion de Fenton. *°

La importancia de las actividades de los antioxidantes como pro-
oxidantes y antioxidantes es un area de investigacion actual, pero la vitamina
C, por ejemplo, parece tener una accibn mayormente antioxidante en el cuerpo.

Sin embargo hay menos datos disponibles para otros antioxidantes de la dieta,

como los polifenoles antioxidantes, el zinc y la vitamina E.*°

En muchos de los casos, donde se presentan las enfermedades
neuroldgicas, no es claro si los oxidantes son los causantes, o si se producen

como consecuencia de esta.*°

Una enfermedad neurodegenerativa puede resultar del efecto de las
mitocondrias que realizan reacciones de oxidacion. Un caso en el cual este
encaja es en el comprometido papel del estrés oxidativo en las enfermedades

cardiovasculares.®

Una dieta con pocas calorias prolonga la esperanza de vida media y
maxima en muchos animales. Este efecto puede implicar una reaccion en el

estrés oxidativo. Dietas abundantes en frutas y vegetales, que poseen

elevados niveles antioxidantes.®



Tratamiento de enfermedades

El cerebro es unico en cuanto a su gran vulnerabilidad a dafios oxidativo
debido a su alta tasa metabdlica y a niveles de lipidos poliinsaturados que son
el blanco de la peroxidacion de lipidos. Por lo tanto los antioxidantes son de uso

general en medicina para tratar varias formas de lesiones cerebrales.!

Los antioxidantes también se estan investigando como posibles
tratamientos para las enfermedades neurodegenerativas tales como la

enfermedad de alzhéimer, la enfermedad de Parkinson.!

El uso de antioxidantes, ha sido satisfactorio en este tipo de
enfermedades, por que se tiene en cuenta que el cerebro es 6érgano que mas
sufre dafios por los ataques de los radicales libres que en muchos de los casos

suelen ser irreversibles.!

Prevencion de enfermedades

Los antioxidantes pueden anular los efectos perjudiciales de los radicales
libres en las células y a la gente con una dieta de frutas y vegetales ricos en
polifenoles y antocianinas tienen un riesgo mas bajo de contraer cancer,

enfermedades cardiacas y algunas enfermedades neurolégicas.*?

Una observacion sugiri6 que los compuestos antioxidantes pudieran
prevenir condiciones tales como inmunidad suprimida debido a una nutricion

pobre y neurodegeneracion, que son causados por el estrés oxidativo.*?



Sin embargo, a pesar del papel claro del estrés oxidativo en las
enfermedades cardiovasculares, estudios controlados usando vitaminas

antioxidantes no han mostrado ninguna reduccion clara en el progreso o riesgo

de contraer enfermedades cardiacas.*?

Esto sugiere que otras sustancias en las frutas y los vegetales, por lo
menos expliquen parcialmente la mejor salud cardiovascular de quienes

consumen mas frutas y vegetales.*?

Estrés oxidativo (EOXx)

Es la consecuencia de un desequilibrio entre la produccién de especies
oxidantes que no son exclusivamente derivadas del oxigeno y pueden ser

radicales libres o no radicales.*®

El EOx ha sido asociado a la patogénesis de muchas enfermedades
humanas, es por ello que el uso de antioxidantes en farmacologia es estudio de

forma intensiva, particularmente como tratamiento para accidentes cerebro

vasculares y enfermedades neurodegenerativas.™

Sin embargo, se desconoce si el estrés oxidativo es la causa o la
consecuencia de tales enfermedades. Los antioxidantes también son
ampliamente utilizados como ingredientes en suplementos dietéticos con la

esperanza de mantener la salud y de prevenir enfermedades como el cancer y

la cardiopatia isquémica.®



Aunque algunos estudios han sugerido que los suplementos
antioxidantes tienen beneficios para la salud, otros grandes ensayos clinicos no

detectaron ninguna ventaja para las formulaciones probadas y el exceso de la

suplementacion puede ser dafiino.*®

En una etapa temprana del estudio de los efectos biolégicos de los
radicales libres oxidativos se reconocid, que tanto un aumento de los radicales
libres como una disminucién de las defensas antioxidantes llevan igualmente a

dafio celular. ElI concepto de estrés oxidativo se define como el desbalance

entre radicales libres y antioxidantes. **

Una idea de estrés habia sido incorporada a la forma de pensar a través
de la fisiologia y la psicologia. Mas recientemente, se ha refinado el concepto
de la de condicidén de estrés oxidativo como un aumento de las concentraciones

intracelulares de radicales libres oxidantes.*

En numerosos casos se ha comprobado una acciéon protectora y
beneficiosa de los antioxidantes clasicos (vitamina E) asi mismo, se ha
observado que la administracion prolongada de Vitamina E mejora el
funcionamiento mitocondrial durante el proceso de envejecimiento y prolonga la

vida en ratas y ratones, que fuerén suministrados con vitaminas con tal de

estudiar su comportamiento ante el envejecimiento.**

El Eox puede aumentar la produccién de su perdxido, los cuales llevan a
la formacién de pro-oxidante peroxinitrilo (ONOO-). Este compuesto es un
potente oxidante capaz de oxidar a las lipoproteinas de baja densidad y por
ende, causar disfuncion vascular al actuar sobre los residuos de tirosina de las

proteinas. Debido a que la produccion de ONOO- es dificil de determinar, se ha

propuesto la medicién de nitro tirosina como marcador de su generacién.**



Propiedades quimicas v fisicas del &cido lipdico

Comercialmente tiene una apariencia y caracteres organolépticos: polvo
cristalino amarillo brillante. Olor débil caracteristico, punto de fusion: 59-62°C,
punto de ebullicién: 160-165°C, caracteristicas de solubilidad: practicamente
son solubles en agua, soluble en metanol, etanol, cloroformo y N-N dimetil

formamida.*®

Otros nombres: acido tioctico; Acido DL-6,8-ditiooctanoico, Acido D,L-1,2-

ditiolano-3-valérico; Acido D-L-5-(1,2-dotiolano-3-il)pentanoico.®

Peso molecular: 206,33g/mol., Densidad aparente: 260Kg/m®.,
Absorbancia (332nm; 0,1%; etanol). Almacenamiento: bien cerrado, seco,

refrigerado (<15°C).*°

El &cido lipbico aparece en forma de capsula para la ingesta por via oral
y como ingrediente en formulas en polvo con creatinina, aminoacidos o hidratos

de carbono y proteinas también para la ingesta por via oral.*

Su estructura quimica estda formada por Cg His O, S,, dos disulfuros
ciclicos, dos grupos funcionales (-SH) cuando se reduce y un grupo carboxilo,

como se muestra en la figura 2.

Sus grupos (-SH) se reduce y oxida de manera alternativa, el grupo
carboxilo le permite unirse a la proteina enzimatica para formar la estructura de
la coenzima, casi siempre se encuentra unido covalentemente a la enzima por

un enlace amida entre sus grupos carboxilo y el grupo amino de la cadena

lateral de una lisina (lipoamida).*®
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Figura 2. Estructura Quimica del acido lipdico.
Tomado de: Vasdev S. 2000.



ACIDO LIPOICO

El 4cido lipbico es una coenzima clave en el metabolismo energético de
las células, es derivado del acido graso octanoico, unido covalentemente a la
lisina, el cual actia en un proceso llamado glucolisis que es el responsable de

la conversién del azticar sanguineo en energia. *°

Se encuentra en el organismo formando parte de la maquinaria
metabdlica que transforma la glucosa en energia para las necesidades del

cuerpo, es un gran imitador de la insulina.*®

Actividad antioxidante

Se le considera como el antioxidante universal porque es liposoluble e

hidrosoluble, lo cual le permite actuar en cualquier parte del organismo.*®

Ademas de tener sus propias acciones antioxidantes, es también capaz

de regenerar a la vitamina C y E de sus formas activas.®

Mecanismo de accidn en su actividad antioxidante

El &cido lipdico, juega un importante papel, ha ganado recientemente una
considerable atencion como antioxidante. El lipoato, o su forma reducida,

dihidrolipoato, reacciona con especies reducidas del oxigeno tales como

radicales superoxido.*®



También protege las membranas celulares, mediante la interaccion de la
vitamina C, el glutation, pudiendo reciclar la vitamina E. Adicionalmente a estas
actividades antioxidantes, el dihidrolipoato puede producir acciones

antioxidantes a través de la reduccién del hierro. °

La administracion del acido lipdico ha demostrado ser beneficioso en
numerosos modelos de estrés oxidativo tales como isquemia, diabetes.

Formacion de cataratas, activacion del VIH, neurodegeneracion.®

Funciones fisiolégicas v efecto sobre la salud

Accién hipoglucemiante

Estudios recientes han demostrado que la adicion de acido lipdico en la
dieta de los pacientes con diabetes mellitus tipo Il ha incrementado
significativamente la utilizacion de glucosa en sangre. Teniendo en cuanta que
el muasculo es el principal demandante de glucosa sanguinea, el acido lipéico

ayudara al musculo a la absorcién de la misma al interior de la célula muscular,

incrementando a la vez, la sintesis del glucégeno.*’

Al mismo tiempo, disminuye la captacion de glucosa por medio de las
células del tejido adiposo (adipocitos). El resultado de todo esto es un aumento
en la produccion de energia y una disminucion de la acumulacion de grasa en el
organismo. Algunos estudios han demostrado que el tratamiento con acido

lipdico es capaz de reducir el dolor, la sensacion de quemazon, irritacion,

enrojecimiento, debilidad y calambres producidos por la neuropatia periférica.'’



Accion contra enfermedades tipicas del envejecimiento

El acido lipdico no solo es protector del sistema nervioso, sino que
ademas, esta relacionado con la regeneracion nerviosa. Es por ello estudiado
en el tratamiento del Parkinson y el Alzheimer con excelentes resultados.

También ayuda a regenerar el dafio tisular hepatico en caso de alteraciones en

el mismo.*®

Acido lipGico en el sistema nervioso

Debido a que el acido lipdico atraviesa la barrera hematoencefalica, tiene
efecto protector del cerebro y del tejido nervioso y ha demostrado ser muy
prometedor en el tratamiento de pacientes con derrames cerebrales, formacion

de trombos y otras alteraciones del cerebro relacionadas con el dafio producido

por los radicales libres.*

Animales tratados con &cido lipéico, por ejemplo, sufrieron un menor
dafo cerebral y tuvieron un nivel de supervivencia cuatro veces mayor que los
animales que no ingirieron dicho suplemento. Aun no se tiene informacién a

este respecto sobre los seres humanos.*®

Riesgos sobre la salud del acido lipdico

Los efectos secundarios producidos por el acido lipdico aparecen muy
raramente, pero a veces a dosis altas pueden aparecer sintomas como fatiga,

ansiedad, confusion.?°



También pueden aparecer alergias en la piel e hipoglucemia en
pacientes diabéticos. La administracion cronica de acido lipoico en animales ha
interferido con la actividad de la Biotina; en humanos esta interferencia no ha

sido demostrada.®

Riesgos del acido lipdico a dosis fisiolégicas

Debido a que el acido lipdico estd asociado con el control del azucar
sanguineo, los pacientes con diabetes mellitus tipo Il deben controlar sus
niveles de sangre cuidadosamente cuando tomen acido lipéico para evitar

posibles hipoglucemias. De hecho, el médico deberia reducirlas a los pacientes

las dosis de insulina y de farmacos hipoglucemiantes.*

Aungue todavia no hay documentaciéon de peligros sobre el uso del acido
lipdico, durante el embarazo se debe de tener prudencia al consumirlo, también

los Individuos con deficiencia de vitamina B1 como lo son las personas

alcohdlicas deben tomar acido lipico conjuntamente con vitamina B1.%

Es evidente, que la alteracién en el futuro de los procesos bioquimicos
celulares, como sucede con el metabolismo de la glucosa, especificamente en

la hiperglucemia, la cual causa EOx, en la célula,’® son provocados
principalmente por factores como la sobre nutricion y la disminucion de la
actividad fisica en el individuo, lo que a su vez desencadena:?*

e Sobrecarga celular de acido grasos libres

e Disfuncion endotelial.

e Resistencia a la insulina en el masculo.

e Alteracion de la secrecion de insulina en las células beta.



CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

La cromatografia engloba a un conjunto de técnicas de andlisis basadas
en la separacion de componentes de una mezcla y su posterior deteccion. Las
técnicas cromatograficas son muy variadas, pero en todas ellas hay una fase
movil que consiste en un fluido (gas, liquido, o fluido supercritico) que arrastra a
la muestra con un flujo constante de presion proporcionado por una bomba,

hasta

llegar al punto donde es introducida la muestra. Siguiendo el flujo de
presion la lleva a una columna donde se encuentra la fase estacionaria que se

trata de un soélido o un liquido fijado en un sélido.?*

Los componentes de la mezcla interaccionan de distinta forma con la
fase estacionaria y con la fase movil. De este modo, los componentes

atraviesan la fase estacionaria a distintas velocidades y se van separando.?!

Después de haber pasado los componentes por la fase estacionaria y
haberse separado, pasan por un detector que genera una sefial que puede
depender de la concentracién y del tipo del compuesto, sus partes lo describe la

figura 3.



El papel esencial de las bombas es impulsar a la fase movil con presion
y flujo constante, el proceso de inyeccion de la muestra en la actualidad es
automatica, las columnas que se utilizan normalmente son de acero inoxidable
y los detectores su papel fundamentalmente es de indicar el momento de

aparicion de los diferentes componentes que constituyen la muestra, calificarlo

cuantitativamente como cualitativamente.?!



Figura 3. Partes fundamentales en las que se compone un HPLC.
Tomado de: Skoog, Leary. 2000.



El uso de la cromatografia ha demostrado ser muy significativo para el
estudio del &cido lipdico, un tipo de cromatografia utilizado fue el HPLC-fase
inversa (figura 4), porque trabaja con las polaridades de los compuestos que se
van analizar en el futuro, ya que la fase movil es mas polar que la fase
estacionaria. La fase movil es agua con un componente menos polar como

puede ser: agua/metanol, agua/ACN. %

El tiempo de retencién es mayor para las moléculas de naturaleza apolar,
tal es el caso del acido lipdico que es un compuesto apolar, mientras que las

moléculas de caracter polar eluyen més rapidamente.?

En este tipo de estudios, los proveedores recomiendan que se filtre y se
desgasifique todo componente antes de ser introducido a un sistema de HPLC,

esto con el propésito de evitar dafios futuros.?

En el analisis de acido lipbico todos los solventes, el agua de HPLC,
junto con la fase moévil deben ser pasados a través de un filtro de 4u y

desgasificados al bajo vacio, antes de su uso.*

Se basa en el principio de las interacciones hidrofébicas que resultan de
las fuerzas de repulsion entre un disolvente relativamente polar, un compuesto
relativamente apolar y una fase estacionaria apolar. El efecto hidrofobico

disminuye con la adicién de disolvente apolar a la fase mévil.%
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Fig. 4 Representacion de cromatografia de fase inversa.
Tomado de: Skoog, Leary. 2000.



Proceso de derivatizacion

Derivatizacion pre-columna. Esta acoplada con cromatografia de fase
reversa en lugar de cromatografia de intercambio catidnico, fue originalmente
introducida como respuesta al incremento en la demanda de mayor sensibilidad

y mayor velocidad de andlisis, las ventajas de la metodologia de la

derivatizacién pre-columna incluyen simplicidad, velocidad y alta sensibilidad. %

Por ello, si se requiere maxima sensibilidad de deteccion, un reactivo
fluorescente combinado con la derivatizacion pre-columna es el método mas

indicado.??

Como desventaja esta la necesidad de garantizarse la completa reaccion
del reactivo derivatizante y la posibilidad de interferencia con la separacion por
exceso del reactivo, el medio de reaccion o la producciéon de diferentes

derivados de un componente. %

Ademas la estabilidad del derivado puede ser un importante factor
durante la derivatizacion pre-columna, la demora entre la derivatizacion y la

inyeccion llega a ser fundamental para los resultados obtenidos.*

La muestra a analizar es introducida en pequefias cantidades y sus
componentes se retrasan diferencialmente dependiendo de las interacciones
guimicas o fisicas con la fase estacionaria a medida que adelantan por la

columna.?



Solvente utilizado para el andlisis de &cido lipdico

El uso de agentes acarreadores es de suma importancia ya que es quien
transporta la muestra por todo el sistema de HPLC, en el analisis de acido
lipdico el solvente mas efectivo para su elusion es una mezcla de agua/ACN en
concentraciones de (80:20), por ser bajo en contenido de impurezas,
disolviéndose junto con la muestra, sin degradar la fase estacionaria y es de

baja viscosidad lo que le permite reducir caidas de presién.?



ELABORACION DE PROTOCOLO

Condiciones para el analisis de acido lipdico

En la tabla 2, se muestran las condiciones que la bibliografia sefiala y

que estas son las de mayor uso generalizado.?

Porcentaje de recuperacién

Los criterios de aceptacion se llevan a cabo mediante un analisis de
varianza, del porcentaje de recuperacion 6 del error relativo en porcentaje, para

determinar si hay o no hay diferencia significativa.?

El porcentaje de recuperacion esperado para el andlisis de &cido lipdico
es a 97% y 102% que es equivalente a + 2.7% del error relativo, que igual se

encuentra dentro de + 3 SD.%



Rango de flujo 0.01-10mL/min

Rango de presion 1-6000psi
Pulso de presion <1%
Fluorescencia 380nm (exitacion)

510nm (emisién)

Columna 150mm x 4.6mm
Disolvente (gradiente de elusion) Agua/ACN (80:20)
Cmax plasma 2.23 +.9014nmol/mL
Inyectores 0.1-10pL

TABLA 2. Condiciones para el andlisis de acido lipdico en HPLC. Tomado
de: Kohen R. 2002.



Preparacién de la muestra

El &cido lipdico se obtiene del plasma, su preparacién de este compuesto
inicia desde la seleccién de pacientes, como son: personas sanas y pacientes

con diabetes mellitus tipo 11.%

Como ya se describié anteriormente el cuerpo es capaz se producir acido
lipdico pero en pequefias cantidades, tanto que para el analisis es necesario

dosificar a los pacientes con tabletas de 4cido lip6ico.”

La muestra de sangre es recogida en tubos con anticoagulante, las
muestras son centrifugadas inmediatamente después de haber hecho la
extraccion. El plasma es separado y transferido a tubos nuevos y guardados a -

80°C hasta analizarse.?

Derivatizacion pre-columna

La derivatizacién es un proceso en la que un compuesto es transformado
en otro con la finalidad de aumentar la respuesta del detector.'® Este paso es
fundamental en el analisis del acido lipdico el agente derivatizante se prepara
en solucion de ACN, agregandose a la muestra, e incubandose a 60°C por
espacio de 5min. Siguiendo con la adicion de un compuesto de fluorescencia
para posteriormente incubar, en un tiempo mas largo (30min.

aproximadamente).?®

Se coloca la muestra a temperatura ambiente y se toman 10uL para ser

inyectados al sistema de HPLC.%



Protocolo de limpieza

Verificar la pureza de los disolventes mediante un gradiente: el agua se
puede controlar para su adecuabilidad en HPLC, bombeando de 20-30mL de
agua a través de una columna C18, seguida por un gradiente de hasta 100% de

un disolvente organico.?*

El burbujeo de He 6 N, sirve para evitar la formacion de peroxidos. Se
recomienda utilizar agua grado HPLC recientemente preparada para obtener el
méximo funcionamiento y prolongar el tiempo de vida del sistema HPLC,

especialmente para trabajos de gradiente de alta sensibilidad.?

El agua grado HPLC preparada en un sistema de purificacion casero
debera tener una etapa final sobre carbon activado seguida de filtracion. Se
debe de tener cuidado de no introducir disolventes que no sean miscibles entre
si. Se debera permitir suficiente tiempo para que la columna se limpie

completamente.®

La pureza de disolventes es importante para tomar ventajas de alta
sensibilidad de los detectores, la absorcién de oxigeno causarda ruido a corto y
largo plazo que dependera de la temperatura. Este efecto puede acentuarse
cuando el disolvente es desgasificado por vacio y después utilizado en contacto

con la atmosfera.?*

Los disolventes varian en viscosidad (resistencia al flujo). Este significa
gue la presion cambiara conforme cambia el disolvente. Durante el gradiente la

presién sera mayor que con un disolvente puro.?*



Esto es especialmente cierto para gradientes entre agua y disolventes
organicos tales como metanol, isopropanol o acetonitrilo, todos los buffers
deben ser filtrados despues de la preparacion. No almacenar agua en

recipientes de plastico u otros contenedores que puedan liberar plastificantes u

otros contaminantes.?*

Tiempos de retencién

Segun lo representado en figura 5 el acido lipbico es separado de la
amina fluorescente usando una columna estandar con la elucion isocratica
simple. (Reactivo fluorescente 5 A).?? La presencia de otros sulfhidrilos
enddgenos tales como glutation y cisteina no interfiere con la deteccién puesto

que su recuperacion con el método de extraccion aplicada con HPLC es

extremadamente baja.?*
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Fig. 5 Tiempos de retencion del acido lipdico.

Los cromatogramas que demuestran los derivados fluorescentes de la
amida del LA se muestran en la figura 5 A (tR=6.12 ), después de la extraccion
del plasma el cromatograma sefiala el LA en la figura 5 B con (
tR=6.26 ) y su la de su forma reducida DHLA con ( tR=9.02 ), con el estandar
interno acido decanal (tR=13.44).

Tomado de: Abdullah I. Haj-Yehia. 2000.



Valores aceptables

Los valores aceptables para el analisis de acido lipdico y otros

antioxidantes se muestran en la tabla 3.%°

Tipicamente la desviacion estandar es menos de 2 SD (region de
cuidado) segun lo que se determine en las medidas de las muestras del control
de calidad preparadas en concentraciones bajas, medias y altas dentro de la
gama de las curvas de calibracion, uno de tres o dos de seis muestras de

control de calidad podrian estar fuera del valor de + 3 SD. (regién de control).?®

La selectividad es mediante plasma u orina en blanco del control, con los
estandares de referencia también como varias muestras de pruebas que se
obtienen de pacientes deteriorados. El andlisis de los estandares de referencia

auténticos del LA y algunos de sus metabolitos es necesario para identificar los

tiempos de retencion.”

La reproducibilidad y la exactitud son calculadas analizando muestras del
control de calidad en el nivel de concentracion baja, media y alta segun el

nimero de repeticiones. La reproducibilidad para el acido lipéico es de 97.4%.%°

El control de calidad del plasma u orina son medidos en partes alicuotas

y almacenados bajo mismas condiciones.?

El método para el andlisis cuantitativo del acido lipdico posee
sensibilidad adecuada, selectividad y exactitud. Por lo tanto, es bien aplicable

para la farmacocinética y sus metabolitos importantes.?’



Elemento  Vol. Minimo  Material Rango normal Unidades Método

(6ptimo) en
mL
Acido 1.0-2.0 Plasma <10 ug/L HPLC
lipéico
Bl 1.0-2.0 Sangre 20-100 ng/mL HPLC
(tiamina) EDTA
VIT.C 1.0-2.0 Plasma -- mg/L HPLC
EDTA
VIT. D 1.0-2-0 Sangre 20-100 ng/mL HPLC
EDTA
VIT. E 1.0-2.0 Suero 5.0-18.0 pg/L HPLC

TABLA 3. Valores aceptables.

Tomado de: www.synlab.com. 2009.
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Los métodos para la determinacion de acido lipdico poseen excelente
especificidad para dicha determinacién. Al igual que su estabilidad ya que no se

guardaba la muestra solamente para su transporte.?’

Estudios demuestran que el volumen minimo es de 1.0 a 2.0mL que
pueden ser introducidos al sistema de HPLC, con un rango normal de menos de
10pg/L utilizando el método de HPLC.?®

Comparacién con diabetes mellitus tipo Il

Hasta el dia de hoy, las comparaciones que existen en personas sanas
con las personas diabéticas se ha hecho a discrecion por la razén que en las
personas sanas es muy pequefa la produccion de &cido lipdico y en pacientes

diabéticos es casi indetectable.?®

Por tal motivo hay que dosificar ambos pacientes sanos y diabéticos para

poder obtener un mejor analisis.?

Estudios recientes demuestran que se pueden obtener comparaciones
en tres tipos de pacientes como son: sanos, diabéticos con una dieta pobre en

antioxidantes y rico en grasas, y por ultimo diabéticos con una dieta rico en

antioxidantes.*

Los resultados son notorios, retomando el tema de los trastornos
producidos por las personas con diabetes mellitus tipo I, la neuropatia diabética
siendo la mas comun produciendo dolores musculares, los diabéticos que en su

dieta la complementan con &cido lipdico y asi mismo hacer un ejercicio diario

adquieren una mayor calidad de vida.*



CONCLUSIONES

Ya que el cuerpo sintetiza muy poca cantidad de &cido lipdico, es
necesario dosificar a pacientes con diabetes mellitus tipo Il y personas

sanas para obtener una comparacion.

En la diabetes mellitus tipo Il, el &acido lipéico ayuda a disminuir la
produccion de radicales libres. Fortaleciendo asi al sistema de defensa

antioxidante.

Gracias a que el acido lipbico, es un gran imitador de la insulina ayuda
al organismo no sufra un aumento a igual que una disminucion de

glucosa sanguinea.

La resequedad de la piel en pacientes diabéticos es gracias a la
deshidratacion causada por el exceso de secrecién de orina, el acido

lipéico ayuda al colageno a restaurar la piel por la pérdida de agua.

El acido lipéico es prometedor para enfermedades neurologicas
causadas por el envejecimiento, como es el mal Parkinson y la

enfermedad de Alzheimer.

El &cido lipéico ayuda a la barrera hematoencefalica contra la
peroxidacién de los lipidos, disminuyendo el ataque de radicales libres al

sistema nervioso.



7. La neuropatia diabética siendo el trastorno mas comun de la diabetes
mellitus tipo I, provocando dolores intensos gracias a la deficiencia de
antioxidantes, el acido lipoico ayuda a disminuir dicho dolor.

8. EIl mejor método para la determinacion y cuantificacion de acido lipoico
es el sistema de HPLC en fase inversa ya que trabaja con las

polaridades de los compuestos que se van analizar.

9. La derivatizacién pre-columna esta acoplada con cromatografia de fase

inversa por mayor sensibilidad y velocidad de analisis.

10. Los agentes acarreadores es de suma importancia y para el analisis de
acido lipdico, la mezcla de agua/ACN es el mas efectivo por su bajo

contenido de impurezas y evita caidas de presion.
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