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Guia de Estudio. Trabajo Practico. Proteinas Plasmaticas

INTRODUCCION

Las proteinas estan presentes en todas las células y en los distintos liquidos corporales:
suero o plasma (6 - 8 g/dl)*, orina (Menor a 150 mg/24hs)*, LCR (15 - 45 mg/dl)* y demas
liquidos Bioldgicos (Pleural, Ascitico). (*) valores de referencia para adultos.

Las proteinas plasmdticas (PP) son todas aquellas proteinas que se encuentran en el

plasma. Se las puede clasificar en base a diferentes criterios, asi:

a. Segun el lugar donde cumplen su funcion:

e Proteinas plasmo-especificas: componentes habituales del plasma, entre ellas albuminas y
globulinas. El principal lugar de sintesis es el hepatocito (albumina, alfa y beta globulinas),
mientras que las gamma globulinas son sintetizadas por las células plasmaticas.

e Proteinas no plasmo-especificas: aquellas que aparecen en el plasma tras la liberacién

desde otras células. Ej: Fosfatasa alcalina, Creatinfosfokinasa, entre otras.

b. Seguln su funcion propiamente dicha:

e Proteinas del mantenimiento de la presion oncdtica (Albumina, otras)

e Proteinas de transporte (Apolipoproteinas, Transferrrina, otras)

e Proteinas asociados a sistemas buffer (todas las PP)

e Proteinas con accion enzimdtica (Sistema de la coagulacién y Fibrindlisis, Inhibidores de
proteasas, otras)

e Proteinas reactantes de fase aguda (PCR: Proteina C Reactiva; otras)

e Proteinas del sistema inmune (Inmunoglobulinas; Complemento, otras)

c. Segun la movilidad electroforética (en soporte acetato de celulosa o gel de agarosa), se

separa a las proteinas en diferentes fracciones o bandas:
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Tabla N°1: Fracciones o bandas del Proteinograma

Fracciones Componente de mayor concentracion
Prealbumina - Albumina Albumina
al-Glob (Alfa 1- Globulinas) al-Antitripsina
a2-Glob (Alfa 2- Globulinas) a2-macroglobulina
Haptoglonina
B1-Glob (Beta 1 Globulina) Transferrina
B2-Glob (Beta 2- Globulina) Componentes del complemento C3
y- Glob (Gama-Globulina) 1gG, IgA e IgM

Las determinaciones de Laboratorio en el estudio de las PP, que se utilizan para diagndstico
y seguimiento de diversas situaciones clinicas, son:
I.  Proteinemia: Cuantificacién de Proteinas totales en sangre
II.  Albuminemia: Cuantificaciéon de Albumina en sangre
lll.  Proteinograma (PTGR): Valoracién de las diferentes fracciones proteicas
IV. Identificacion de Inmunoglobulinas (lgs)
V.  Cuantificacion de PP
Los resultados de dichas determinaciones proporcionan informacién relacionada a:
e Estado nutricional
e (Capacidad de sintesis del higado
e Funciodn renal (filtracion y reabsorcion)
e Procesos inflamatorios agudos y créonicos
e Enfermedades del sistema inmunolégico: enfermedades autoinmunes e
inmunodeficiencias
e Errores metabdlicos
e Procesos Hemoliticos

e Oncohematologias: Gammapatias Monoclonales, otras.
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LABORATORIO

El estudio de las PP abarca las determinaciones descriptas anteriormente, que
generalmente, son determinaciones programadas. Se puede iniciar con:

e Proteinemia y PTGR (de éste ultimo se obtiene el valor de la Albuminemia).

e Proteinemia, Alouminemia, y posteriormente el Proteinograma.

En situaciones de urgencias se solicita Proteinemia/Albuminemia.

Ademas, las determinaciones de Proteinemia y Albuminemia, pueden estar incluidas en el
Hepatograma.

El Algoritmo Diagndstico a seguir dependera del cuadro clinico que presente el paciente y
del patron electroforético que muestre el PTGR de la muestra en estudio. En base al mismo, se

procedera a identificar y/o cuantificar la proteina especifica.

ETAPA PREANALITICA

Las instrucciones que debe cumplimentar el paciente para la toma de muestra, para la
realizacion de los estudios de PP, deben ser explicadas en forma verbal y entregadas en
formato escrito (redactadas en lenguaje claro y sencillo) por el profesional bioquimico.

e Estudios programados: concurrir al laboratorio en Condiciones Basales*, entre las 7 y las
9 horas.

*Condiciones Basales: Ayuno de 8hs y post-descanso nocturno, no realizar ninguna actividad fisica (Ej: ir al banco y/o hacer
compras)

e FEstudios de urgencias: las condiciones son las que presenta el individuo al momento de
la extraccidn sanguinea (generalmente no se cumplen las condiciones basales).

La muestra bioldgica para los estudios de PP es Suero. **

**Observacién: en caso de utilizar plasma, en el Proteinograma, se observara la banda correspondiente al fibrindgeno.
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ETAPA ANALITICA

DESCRIPCION DE LAS DETERMINACIONES DE LABORATORIO

Tabla N°2: Determinaciones de Laboratorio en el estudio de Proteinas Plasmaticas y

metodologias disponibles.

PARAMETROS BIOQUIMICOS FUNDAMENTO/METODO INFORMACION
Concentracion de
I. Proteinemia Reaccién del Biuret Proteinas totales en
sangre

Fijacion de colorante
Concentracion de
II. Albuminemia Fraccionamiento electroforético
Albumina en sangre
Formacién de inmunocomplejo

lll. Proteinograma Electroforesis convencional
Fracciones proteicas:
(Separacion y analisis de Electroforesis de zona
Concentracién de
proteinas por Electroforesis) Electroforesis automatizada

Albumina y Globulinas
Electroforesis Capilar

(al, a,Zf B 1, B 2, V)

Identificacion del
IV. Identificacion de Inmunoelectroforesis
componente
Inmunoglobulinas Inmunofijacion
monoclonal

. . Concentracioén de:
Inmunodifusidn radial .
o ) Inmunoglobulinas(GAM)
L i Turbidimetria )
V. Cuantificacién de proteinas i Transferrina
Nefelometria .
Haptoglobina

Freelite - Inmunodiagndstico
Otras
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I. PROTEINEMIA

Existen diversos métodos para la cuantificacion de proteinas, pueden ser fisicos o quimicos.

Entre los métodos quimicos se encuentra la reaccién de Kjeldahl, que es el método de
referencia para la determinacién de nitrégeno organico, fundamentalmente de origen proteico;
pero presenta el inconveniente de que ademas cuantifica nitrégeno de fuentes no proteicas
(como el que deriva de la urea y el acido Urico). Es por ello que, para el dosaje de proteinas en
el drea de quimica clinica se utilizan otros métodos quimicos, como la reaccién del Biuret, el
Método de Lowry, la fijacion a colorantes o la precipitacién con acido TCA o Sulfosalicilico

La eleccion del método-seglin fundamento- depende de la concentracién proteica en la
muestra en estudio.

La reaccion de Biuret por su sensibilidad, se utiliza para cuantificar concentraciones
proteicas altas (>200 mg/dl), como las que estan presentes en las muestras de suero, plasma, y
liquidos Bioldgicos (Pleural, Ascitico).

Los métodos turbidimétricos por su sensibilidad, se utilizan para valorar concentraciones
proteicas bajas (5 - 150 mg/dl), como las que se encuentran en orina o LCR, y se basan en la
adicién de &acido tricloroacético (TCA) o acido sulfosalicilico que permite la formacion de un

precipitado cuya turbidez puede medirse.
METODO COLORIMETRICO DE PUNTO FINAL: REACCION DEL BIURET
Puede realizarse, con metodologia Manual o Automatizada (Lectura Bicromatica)
Fundamento: Los enlaces peptidicos de las proteinas reaccionan con el idn cuprico en
medio alcalino, para dar un complejo color violeta con maximo de absorciéon a 540 nm, cuya

intensidad es proporcional a la concentracion de proteinas totales (PT) en la muestra.

Proteina + Cu”> ———» Complejo Cu-Proteina (purpura)

UNaM-FCEQyN. Carrera de Bioquimica. Catedra Bioquimica Clinica Il
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Il. ALBUMINEMIA

La albumina es el principal contribuyente de las proteinas totales plasmaticas.
El método mads utilizado para su cuantificaciéon se basa en la unién de la albumina a
colorantes o indicadores, siendo el mds comun el que utiliza verde de bromocresol.
Otra forma, esla cuantificacion por fraccionamiento electroforético, donde el valor de
Albuminemia se obtiene por calculo a partir de la electroforesis de proteinas, asi:
[ALB] = %ALB x [PT] /100%
Donde:
[ALB]: Albuminemia
%ALB: % de Albimina (banda del PTGR)
[PT]: Proteinemia
Sin embargo los métodos mas especificos disponibles en la actualidad son inmunoldgicos,
donde se forman complejos especificos albumina-anticuerpos que se miden por turbidimetria 'y

nefelometria.

METODO COLORIMETRICO DE PUNTO FINAL: FIJACION DE COLORANTES

Puede realizarse con metodologia manual o automatizada.

Fundamento: La albumina reacciona especificamente (sin separacién previa) con la forma
anidnica de la 3,3',5,5'-tetrabromo cresolsulfonftaleina (BCF), en presencia de un exceso de
colorantes, en medio tamponado a pH acido. El aumento de absorbancia a 625 nm respecto del

Blanco de reactivo, es proporcional a la cantidad de albumina presente en la muestra.
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Il. PROTEINOGRAMA: SEPARACION Y ANALISIS DE PROTEINAS POR ELECTROFORESIS

La electroforesis (EF) de PP, generalmente solicitada como Proteinograma, es una técnica
gue permite la separacién y posterior cuantificacidn de las diferentes fracciones proteicas.

Fundamento: Mediante la aplicacion de un campo eléctrico las particulas cargadas
negativamente (anion) migran hacia el polo positivo (anodo), mientras que, las cargadas
positivamente (cation) migran hacia el electrodo negativo (cdtodo). Los factores que influyen
en la movilidad electroforética son:

1. Parametros externos:

e Campo eléctrico: determinado por la diferencia de potencial, la Resistencia y la
Intensidad de corriente.

e Temperatura: debe controlarse de manera estricta para que no se desnaturalicen
los componentes del suero.

2. Parametros relacionados al solvente y al sistema electroforético:

e fuerza idnica (u) del buffer: representa la concentracion de iones que hay en el
mismo y es importante, porque cuando es baja, permite velocidades de migracién de los
solutos mas répidas y con menor desprendimiento de calor.

e pH del sistema: determinado por el tampdn o buffer, lo que a su vez determina la
carga eléctrica de las particulas.

e Tipo de soporte: Segtn el tipo serd fraccionamiento por carga y/o peso molecular

3. Parametros relacionados con la muestra: constituida por proteinas de diferente
tamafio, forma y carga eléctrica.

Las proteinas son sustancias anfdteras y dependiendo del medio en el que estén se
comportan como 4acidos (ceden protones y quedan con carga negativa) o bases (captan
protones y quedan con carga positiva), lo que permite la separacion de las distintas fracciones
proteicas. El pH al que un aminodacido (aac), no se comporta ni como acido ni como base se
denomina punto isoeléctrico (Pl), en estas condiciones la estructura del mismo no posee carga
neta. Los Pl varian desde 3 a 10, sin que exista un pH al que todos los aac. sean neutros.

e A pH superior 2 o + unidades a Pl, el aac. aparece cargado negativamente

e A pH inferior 2 o + unidades a Pl el aac. aparece cargado positivamente

e A pH=Pllosaac. aparecen como iones dipolares neutros.
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En soluciones muy acidas todos los aac. aparecen como cationes (carga positiva), mientras
que en soluciones muy basicas los aac. se encuentran en forma anidnica (carga negativa).

Asi, la carga neta en la molécula es variable y depende del pH del buffer; si el mismo es
menor que el Pl, las proteinas se comportan como cationes y, si es superior al Pl, se comportan
como aniones “la carga de la proteina se hace mds negativa a medida que el pH del buffer se
hace mds bdsico”.

De este modo, a pH 8,6 (basico) todas las proteinas migran hacia el dnodo (tienen carga
neta negativa) y asi la albumina, con Pl de 4,7 tendrd una mayor carga negativa que la fraccion
de gamma-globulinas, que tiene un Pl de 7,2.; lo que explica que la albimina recorra una mayor

distancia que la gamma-globulina cuando se sitien en un campo eléctrico.

TIPOS DE ELECTROFORESIS

Existen tres tipos de electroforesis (EF): EF de frente mdvil o libre, EF de zona (metodologia
convencional - manual) y EF capilar:

1. EF de frente movil o libre: los componentes de la muestra estdn presentes en toda la
disolucion y las particulas se mueven de forma libre en el medio en que se encuentran
dispersas. Actualmente en desuso.

2. EF de zona: Metodologia convencional - manual: es la mas utilizada. La muestra se
aplica como una banda sobre un soporte sdélido inerte y sus componentes migran a
través de un disolvente. Los soportes que pueden utilizarse son: papel, acetato de
celulosa o gel (agarosa, poliacrilamida, entre otros).

3. EF capilar: tiene la ventaja de que permite la automatizacion. Se realiza en capilares de
silice fundido. Existen varias modalidades de EF capilar, entre ellas, la EF capilar de zona,
Cromatografia micelar electrocinética, EF capilar en gel, Isoelectroenfoque capilar,

Enfoque isoeléctrico e Isotacoforesis capilar.
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METODOLOGIA CONVENCIONAL — MANUAL: EF DE ZONA

En la EF con metodologia manual, o también Ilamada convencional, se pueden utilizar

distintos tipos de soporte sélido: papel de filtro, acetato de celulosa y geles (de agarosa, de

poliacrilamida, SDS-PAGE). A continuacidn se describen cada uno de ellos.

1)
2)

3)

PAPEL DE FILTRO: actualmente en desuso debido al efecto electroendosmdtico.

ACETATO DE CELULOSA (cellogel): es uno de los mas usados para EF de proteinas. Es un

soporte de tipo no restrictivo, lo que significa que permite separar moléculas en funcién de

su carga solamente. Se obtiene a partir de la modificacion de la celulosa. La acetilacidn de
los grupos —OH reduce la adsorcidn y el efecto eletroendosmético, obteniéndose mayor
resolucién que con el papel. Presenta baja tincién de fondo, por lo que es posible
transparentarlo o disolverlo para detectar y recuperar, respectivamente, los componentes

separados. Solo permite poner en evidencia proteinas cuya concentracidon es mayor a 30

mg/dl, lo que hace que la sensibilidad sea menor que en el caso de los geles.

GEL: permite separar moléculas en funcién del tamaio, la forma y punto isoeléctrico. Un

gel es una malla o red tridimensional de fibras cruzadas, consiste en un polimero

entrelazado que forma una matriz solida pero porosa, habitualmente de agarosa o de
poliacrilamida.

e GEL DE AGAROSA: a mayor concentracién, los poros seran mas pequefios, por lo que la
resolucion serd mayor y se podran apreciar fragmentos mas pequefios.

e GEL DE POLIACRILAMIDA: la poliacrilamida, es una neurotoxina y debe ser manipulada
con precaucion. El gel estd compuesto por diferentes concentraciones
de acrilamida/bis-acrilamida para producir redes de diferentes tamafios. La porosidad es
siempre menor que la de los geles de agarosa, por lo que la resolucién es aun mayor. Es
un soporte de tipo restrictivo, por lo que la separacion ademas se realiza en funcién del
tamaio de las particulas.

e SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis = electroforesis
en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico): el SDS es un detergente que
desnaturaliza proteinas y otorga una carga neta negativa, que les permite migrar en
relacion directa a su masa. La desnaturalizaciéon hace que se pierda la estructura
terciaria y cuaternaria, de manera que la velocidad de migraciédn es proporcional al

tamafo y no a la estructura terciaria ni a su interaccidon con otras macromoléculas.
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El ndmero de bandas o fracciones proteicas que pueden apreciarse en el PTGR dependera
siempre del soporte que se utilice y las condiciones en que se realice la EF.

Cuando se utilizan tiras de acetato de celulosa normalmente se observan cinco bandas (si se
manejan las condiciones pueden alcanzarse a ver seis bandas, que corresponderia a beta 1-
glob. y beta 2-glob.). Mientras que, cuando se utilizan geles de alta resolucion (como

poliacrilamida), pueden distinguirse otras bandas adicionales.

Etapas generales de la EF manual

Las etapas generales de la EF manual son:

1. Separacion electroforética mediante aplicacién de un campo eléctrico.

2. Fijacion de las proteinas sobre el soporte.

3. Revelado de las proteinas para identificar su presencia y separacién. Se realiza mediante
colorantes acidos (Negro Amido 10 B, rojo Ponceau) que se fijan sobre los grupos basicos de
las proteinas. El exceso del colorante se elimina con mezclas, metanol-acético-agua
destilada, sin que éste arrastre el colorante fijado a las proteinas.

4. Cuantificacion de las fracciones electroforéticas, que puede realizarse a través de
evaluacion visual, elucién o densitometria.

Para llevar a cabo la EF convencional se requiere de una cuba electroforética, una fuente
de poder, sembradores, un soporte sélido, buffer, colorante y decolorante. Ademas del suero

del paciente en estudio, se requiere de un suero control (paciente saludable).
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Procedimiento de la EF manual

Soporte: acetato de celulosa (cellogel)

Los reactivos necesarios para la EF en acetato de celulosa son:
= Soporte: tiras de acetato de celulosa (cellogel):
Consideraciones para su conservacion: el envase comercial es un sobre herméticamente cerrado, que
contiene como solucién conservante metanol al 40 %. Una vez abierto el sobre original, conservar las
tiras en alcohol metilico al 40 %, en recipiente cerrado y refrigerado.
= BufferapH8,6
= Colorante: Negro Amido 10 B

= Decolorante: metanol/acido acético/agua (ver preparacion en ANEXO).

A continuacidn se describen los pasos a seguir para el desarrollo de la misma:

1. Sacar las tiras de acetato de celulosa del alcohol metilico al 40 %. Secar (entre papeles
de filtro) y sumergir en la solucién buffer (pH: 8,6) a usar en la corrida, a temperatura de

ambiente y durante 15 minutos como minimo.

2. Al cumplir el tiempo del paso 1, sacar las tiras, secar (entre papeles de filtro), y realizar
un corte indicativo que permita identificar a las distintas muestras. Colocar las tiras en el
puente de la cuba, de manera que la parte opaca este ubicada hacia arriba, extendida
perfectamente y que sus extremos se sumerjan en el buffer. Mantener la cuba tapada hasta el

momento de la siembra.

3. Siembra: Destapar la cuba. Utilizando sembradores (dispositivos especificos, que poseen
distintas medidas: micro, semi-micro y macro), depositar el suero control y el suero del

paciente sobre la superficie opaca de la tira de cellogel y a 1 cm del borde. Tapar la cuba.

4. Electroforesis: Conectar la fuente, seleccionar un campo eléctrico de 200 voltios,
durante aproximadamente 25 minutos. Observar el frente de corrida. Un detalle a tener

presente para ver si circula la corriente es observar que la tapa de la cuba se vea empafiada.
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5. Coloracion: Sacar las tiras de la cuba y colocarlas en la solucidn colorante de Negro de

Amido 10B, por 5 minutos. Homogeneizar constantemente.

6. Decoloracion: Colocar la tira en solucién decolorante, con homogeneizacién constante.
Realizar este procedimiento varias veces cambiando la solucidén decolorante hasta obtener una
tira libre de colorante, de manera que Unicamente queden las fracciones donde las proteinas
estén coloreadas mediante el fenédmeno de fijacion del colorante a las proteinas.

Observacion: cada solucion decolorante deber ser reciclada y los frascos deben enumerarse
del 1 al 4, de manera que la intensidad de la coloracion disminuya en degradé (de fuerte a

nula).

7. Cuantificacion: segin método:

7.1. Cuantificacion visual: evaluacidon semicuantitativa, comparando con un patrén normal.

7.2. Cuantificacion por elucion: evaluacién cuantitativa por espectrofotometria.

a. Preparar la gradilla con seis tubos de ensayos cortos.

b. Rotular en orden segun fracciones (albumina, a 1, otras), y el sexto tubo como blanco.

c. Cargar solucidn de acido acético al 80 %, 2 ml al tubo de albumina y 1 ml a los restantes.

d. Cortar las fracciones en los valles y colocar cada una en los respectivos tubos segun
corresponda. En el sexto tubo cortar una fraccidn de la tira de acetato de celulosa blanca de
tamafio semejante a las fracciones al.

e. Homogenizar correctamente, hasta disolucion total.

f. Leer en espectrofotémetro a A: 540 nm, llevando a cero con el blanco (Tubo N26)

g. Anotar los valores de absorbancia segun cada tubo.

h. Multiplicar el tubo N21 (albumina) por dos (por tener doble cantidad de diluyente).

i. Calculo:

Valores relativos (%): realizar la sumatoria de todas las DO (dicho valor corresponde a
100%). Luego por regla de tres simple se calculan los porcentajes correspondientes a las
distintas fracciones.

Valores Absolutos (g/dl): las concentraciones correspondientes a las distintas fracciones se
calculan por regla de tres simple utilizando como referencia el valor de concentracion de

Proteinas totales (que corresponde al 100%).
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7.3. Cuantificacion por Densitometria: Se emplean fotometros especiales que permiten
cuantificar el colorante fijado a diferentes distancias del punto de aplicacién de las proteinas.
Primeramente se debe proceder a transparentizar el soporte. Para ello debe colocarse la tira
de acetato de celulosa en metanol (2 min), luego en mezcla de metanol y dcido acético (1 min)

(para su preparacion ver ANEXO) y por ultimo colocarla en un portaobjetos perfectamente

limpio. Estirar bien y dejar en estufa a 37 2C hasta su transparentizacién propiamente dicha.

8. Informar segtin protocolo (Ver secciéon ETAPA POSTANALITICA - Modelo de protocolo de

informe)
Grdfico N2 1: Diagrama general del procedimiento de EF convencional
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Grdfico N2 2: Diagrama en soporte de tiras acetato de celulosa
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Grdfico N2 3: Diagrama de lectura de un densitdmetro

Proteinas
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Grdfico N2 4: Hemoglobina y Fibrindgeno como interferencias en la EF
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METODO AUTOMATIZADO: ELECTROFORESIS CAPILAR

La electroforesis capilar (EC) es una técnica que permite la separacion y cuantificacién de
una amplia gama de analitos, entre ellos las proteinas.

Equipo: El sistema de electroforesis capilar cuenta con los siguientes elementos:

* Fuente de alto voltaje (generadora del campo eléctrico)

*Reservorios con soluciéon buffer amortiguadora (donde se sumergen los electrodos y el
capilar).

* Electrodos (para generar el anodo y el catodo)

* Capilar (compartimiento donde se realiza la separacién)

* Reservorios (donde se colocan las muestras)

* Sistema de inyeccidon de muestra (hidrodinamica y electrocinética)

* Sistema de control de temperatura (por conveccién de aire o liquido).

* Detector (conectado a un sistema de adquisicion de datos)

Fuente de alto voltaje

-+

Anodo

Catodo

Capilar con control
de temperatura

| O

Electrodo Electrodo

Muestra
Amortiguador Amortiguador

Entrada Salida

Fundamento: La separacién electroforética se efectia en un capilar de silice fundida de
didmetro inferior a 100 um. Estos capilares estan recubiertos de un polimero (poliamida) que
les confieren flexibilidad y disminuye su fragilidad, facilitando su manipulacién. El proceso de

separacion electroforética consta de tres etapas principales:
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1) Acondicionamiento: uno de los extremos del capilar es sumergido en una solucion
buffer. Debido a la naturaleza quimica de los grupos silanol (Si-OH) de la superficie interna del
capilar, a pH = 3 son ionizados y la misma presentara carga negativa (Si-O ).

Por otra parte, como el buffer se compone de aniones y cationes, estos ultimos forman
una capa adyacente de contra-iones cargados positivamente (capa fija por adsorcién o capa de
Stern) a lo largo de toda la superficie interna y una segunda capa difusa y moévil, también

positiva, hacia el centro del capilar (capa de Gouy — Chapman).

FPared del capilar con grupos silapoles disociados

@
®
®

® @

@@@@@@@@@@@@@
@ D @ :
@ ®

Capa Stern Capa difusa

TR SIOH === -Si0 + H' (pK, = 6)

2) Inyeccion de la muestra: Cuando el capilar se encuentra lleno y acondicionado con la
solucién amortiguadora (fosfatos, boratos, citratos), en el mismo extremo se inyecta la
muestra, de forma hidrodinamica (aplicando presién) o electrocinética (aplicando un campo

eléctrico), de manera que un pequeno volumen de la misma ingresa al capilar.

3) Separacion electroforética: los dos extremos del capilar son colocados en la solucidn
buffer de separacion. Dos electrodos también estdn presentes para aplicar un potencial
eléctrico. En cuanto se aplica el potencial eléctrico, los iones de la capa difusa experimentan
una fuerza paralela a la superficie y migran hacia el electrodo negativo (catodo) del sistema,
fenémeno conocido como FLUJO ELECTROOSMOTICO (EOF). E| EOF se refiere a la migracion de
un liquido (buffer) respecto a una superficie cargada (pared del capilar) al aplicar un campo

eléctrico. La movilidad del flujo electroosmotico (ufeo) esta en funcién de la viscosidad (n) de la
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solucién amortiguadora, la constante dieléctrica del medio (€) y del potencial zeta (§) que se
genera por la diferencia de cargas entre las capas.

La migracién de los analitos dentro de un campo eléctrico (movilidad electroforética pe)
estd determinado por la fuerza del campo eléctrico y la carga del analito por lo tanto la
movilidad total (ut) de los analitos dentro del capilar es la suma vectorial de pfeo y pe, por lo
que en la EC de zona, las moléculas de interés son separadas a lo largo de todo el capilar, en
funcién a su carga y masa. Los cationes de la muestra adquieren mayor movilidad total

seguidos por los analitos neutros, y los aniones seran los que presenten menor pt.

~ ot feo e t
Cationes %* + a— Zt "
Neutros Zfeo + Heu :eo — =
Aniones ———> * < - .

; =
Anodo (\9

Superficie del
capilar (Si-0)

Potencial zetad

Grosor de la doble capa (nm)
S I

La deteccidn se realiza directamente sobre el capilar, es decir que el mismo capilar actua
como celda de deteccidn. El detector UV — visible es uno de los mas empleados en la EC. La
longitud de onda escogida es de 214 nm, o de 200 nm de acuerdo al equipo con el que se
trabaja. El resultado final es un electroferograma con picos que representan las moléculas
separadas dentro del capilar a un tiempo de migracion particular para cada una en funcién de

su movilidad electroforética.

Los equipos disponibles en el mercado y que utilizan el principio de EC en solucién libre
son: Minicap Sebia Electrophoresis y Capillarys Sebia Electrophoresis, que se diferencian,
entre otras cosas, en el nUmero de determinaciones simultaneas que pueden realizarse y los

tipos de muestras que pueden analizarse. El soporte es gel de agarosa.
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Minicap Sebia Electrophoresis Capillarys Il Sebia Electrophoresis.

DIAGRAMA DE UNA ELECTROFORESIS AUTOMATIZADA. EQUIPO SEBIA
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Ventajas de la EC:

» Los capilares permiten la aplicacion de altos campos eléctricos (100-500 V/cm) con una
alta eficiencia para la disipacion del calor, evitando los efectos adversos del calentamiento por
efecto Joule.

= Los capilares son anticonvectivos en si mismos, por lo tanto, no es necesaria la
utilizacién de un gel soporte como medio.

= La deteccién es directa por lo que no existe el paso correspondiente a la coloracién y
decoloracién de las corridas.

= Eficiencia alta: requiere pequenos volimenes de muestras y la separacion es muy rapida
(menos de 5 minutos).

= Sensibilidad 10 veces mayor que la de la cromatografia liquida de alta performance.

Desventajas de la EC:
= Alintroducir el electrolito en el capilar, pueden formarse burbujas de aire, que provocan
fluctuaciones en la linea de base e interrumpen la corriente eléctrica.

= QOpera auna unica longitud de onda.
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IV. IDENTIFICACION DE INMUNOGLOBULINAS

Los métodos disponibles para la identificacion de Igs son: Inmunofijacién (IF) e
Inmunoelectroforesis (IEF). Ambas pueden identificar Igs especificas, pero los resultados de la IF

son mas faciles de interpretar y por ello ha reemplazado a la IEF

INMUNOFIJACION (IF)

La IF combina un fraccionamiento electroforético seguido de una reaccién Ag-Ac in situ.
Puede realizarse de forma manual o automatizada. El procedimiento del método manual es
similar al descripto en la seccidn lll donde se detallan las etapas del PTGR. En el caso de equipos
automatizados como Sebia, existen los kits HYDRAGEL 6 IF Penta e HYDRAGEL 12 IF Penta, que
estan disefiados para la deteccion directa de la mayoria de proteinas monoclonales del suero

humano mediante EF e IF en geles de agarosa alcalinos (pH 9.2)

Procedimiento de la IF por metodologia manual:

1. Sacar las tiras de acetato de celulosa del alcohol metilico al 40 %. Secar (entre papeles
de filtro) y sumergir en la solucién buffer (pH: 8,6) a usar en la corrida, a temperatura de

ambiente y durante 15 minutos.

2. Al cumplir el tiempo del paso 1, sacar las tiras, secar (entre papeles de filtro), y realizar
un corte indicativo que permita identificar a las distintas muestras. Colocar las tiras en el
puente de la cuba, de manera que la parte opaca este ubicada hacia arriba, extendida
perfectamente y que sus extremos se sumerjan en el buffer. Mantener la cuba tapada hasta el

momento de la siembra.

3. Siembra: Diluir el suero del paciente a una dilucidn tal que la concentracion final del
componente en estudio quede dentro de un rango 0.1 a 0.2 gr/dl. Destapar la cuba. Sembrar
una vez el suero puro del paciente y cinco siembras del suero diluido del paciente. Tapar la

cuba.

UNaM-FCEQyN. Carrera de Bioquimica. Catedra Bioquimica Clinica Il

23



Guia de Estudio. Trabajo Practico. Proteinas Plasmaticas

4. Electroforesis: Conectar la fuente, seleccionar un campo eléctrico de 200 V, durante
aproximadamente 30 minutos. Una vez finalizada la corrida se corta la tira con la corrida del
suero puro y se colorea con Negro Amido 10B por 5min, y luego se decolora.

La tira restante queda sobre el puente de la cuba y sobre cada calle de corrida se coloca un
papel de filtro rectangular del tamafio del ancho de la siembra y el largo segin posicién del
componente en estudio. Cada papel de filtro debe estar embebido con el antisuero
correspondiente (el orden es anti-y, anti-a, anti-y, anti- k y anti- A).

Tapar la cuba e incubar en cdmara humeda durante 15 min., luego se retira los papeles de

filtro y se la lava la tira de acetato con solucidn fisioldgica durante un minimo de 2 hs.

5. Coloracion: Sacar las tiras de la cuba y colorearlas con Azul Brillante de Comassie

durante 10 min.

6. Decoloracion: Colocar la tira en solucidon decolorante, con homogeneizacidn constante.
Realizar este procedimiento varias veces cambiando la solucidn decolorante hasta
obtener una tira libre de colorante, de manera que Unicamente queden las fracciones
donde las proteinas estén coloreadas mediante el fenédmeno de fijacion del colorante a

las proteinas.

7. Interpretacion de los resultados e Informe.

Antisueros monoclonales especificos anti-y, anti-a, anti-y, anti- k y anti- A

ANTISUEROS
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Proteinas Plasmaticas

Luego de la incubacion con los
antisueros se puede observar que la
banda monoclonal estd conformada por
cadenas pesadas gamma y livianas
kappa. “Mieloma a IgG- k”

IF: Se observa respuesta policlonal
(suero diluido del paciente reacciona
con todos los antisueros)

suero puro del paciente

componente monoclonal tipo IgG/A
(suero diluido del paciente reacciona
solamente con los anfisueros anti-y y
anti-A

Se observa presencia de

suero puro del paciente
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Inmunofijaciéon - Método Automatizado Sebia.

CM K libre

Doble CM k

Patente policloﬂ'§

CMIgG A

IgG/ Lambda, IgA/ Lambda, IgM/ Kappa

|

lgA l
Hap‘::l'rﬂ

UNaM-FCEQyN. Carrera de Bioquimica. Catedra Bioquimica Clinica Il

26



Guia de Estudio. Trabajo Practico. Proteinas Plasmaticas

INMUNOELECTROFORESIS (IEF)

La IEF es un procedimiento que combina dos métodos de separacién de proteinas: la
electroforesis y la inmunodifusion.

En un primer paso las proteinas se separan en un gel de agar de acuerdo a la densidad de
cargas eléctricas por exposicion a una diferencia de potencial.

Después de la separacion electroforética, las proteinas reaccionan por doble difusién con
un antisuero adecuado, colocado en una canaleta paralela a la direccién de migracion
electroforética y a una distancia conveniente.

Los anticuerpos se unen con sus correspondientes antigenos y dan en el gel bandas de

precipitacion especificas, generalmente en forma de arcos de precipitaciéon

NORMAL COMPONENTE MONOCLONAL
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V. CUANTIFICACION DE PROTEINAS

Los métodos disponibles para medir proteinas son:
a) Inmunodifusion radial (IDR)
b) Turbidimetria
c) Nefelometria

d) Dosaje de Cadenas Ligeras Libres (Freelite - Inmunodiagnéstico)

INMUNODIFUSION RADIAL (IDR)

Fundamento: Se incorpora la solucion de Ac al agar fundido y se deposita sobre placas de
Petri o sobre portaobjetos de vidrio. Una vez solidificado se realizan pequefios pocillos en los
que se introduce la solucién de Ag a investigar (muestra: suero). Las moléculas del Ag difunden
desde el pocillo en todas direcciones rapidamente a través del agar. Tras un periodo de
incubacién definido, se observara un circulo de precipitacion alrededor del pocillo donde se
realizd la siembra. Esta técnica se utiliza habitualmente para dosar Igs (IgG, 1gM o IgA) o la
fraccion C3 del complemento en el suero del paciente.

Lectura: El didmetro del circulo de precipitacién es proporcional a la cantidad de Ag
presente en la muestra. De esta forma, comparando el didmetro obtenido, con los de

concentraciones conocidas del Ag, puede obtenerse una estimacion cuantitativa del Ag.

333 SSRRIRIE CESSSARaA 133 RumEE I i
L DIFFU - PLATE ©

Placa comercial de IDR
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Procedimiento y calculo de la concentracion proteica

1. Preparar agar impr
Ac

2. Agregar estandares y muestras

3, Colocar en camara humeda y
permitir la difusion

4, Visualizar los anillos de
precipitacion. Medir diametro

D4 Kk
5, Realizar curva de trabajo con Muestra A_

el diametro de los estandares. o Muestin B
Calcular concentracidn /
muestras problemas Do

TURBIDIMETRIA/NEFELOMETRIA

En la actualidad, la Turbidimetria y la Nefelometria han reemplazado a la IDR.

Cuando un haz de luz choca con una particula en suspensién parte de la luz se dispersa,
parte de la luz se refleja y parte de la luz se absorbe. La dispersién de la luz depende de: la
longitud de onda de la luz, del tamafio de la particula y del indice de refraccidon de la particula
en relacion con el medio que la rodea.

La dispersion de la luz se puede medir por TURBIDIMETRIA o por NEFELOMETRIA.

En ambas técnicas, para dar como resultado una concentracién de proteina concreta, se
compara la cantidad de luz dispersada o la tasa de aumento de dispersién con los valores de
dichos pardmetros en estandares proteicos conocidos.

La Turbidimetria mide la disminucion de la luz transmitida a través de una suspension de
particulas utilizando para ello un espectrofotémetro (detector en la misma direccion del haz de
luz, se mide A o T). Se suele utilizar para soluciones concentradas (para que haya una buena
disminucion de la luz transmitida) ej. Determinacion de PT en suero, LCR u orina (haciendo que

las proteinas precipiten con TCA o acido sulfosalicilico).

Fuente de radiacion Muestra Detector
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La Nefelometria mide la luz dispersada en direccién distinta a la luz emitida (generalmente
con angulos que oscilan entre 15 y 909). Utiliza como instrumento el nefelémetro (en el que el
detector se ubica con un angulo que oscila entre 15 y 902 ej. a 909). Se suele utilizar para

concentraciones mas diluidas.

» -
3
» N

Aspectos Practicos a tener en cuenta:

Tanto en los reactivos como en el suero pueden existir particulas que produzcan una
dispersién de luz no deseada ej. Lipoproteinas, quilomicrones.

La intensidad de la luz dispersada aumenta al disminuir la A. Las proteinas suelen tener un
pico de absorcion en el ultravioleta (A < 300nm) y los cromdgenos del suero entre 400-425nm;
por todo ello se suele trabajar a longitud de onda que oscilen entre 320-380nm y 500-600nm.

Para cuantificar proteinas concretas en una muestra, se utilizan anticuerpos que
reaccionan con las mismas, en este caso se habla de inmunoturbidimetria e
inmunonefelometria.

Cuando se ponen en contacto un Ag y un Ac especifico contra ese antigeno, ambos
reaccionan y forman un complejo Ag-Ac. Inicialmente los complejos se forman rapidamente,
pero, existe una segunda fase de crecimiento de complejos mas lenta y, es precisamente en
esta fase en la que aparece la dispersion de la luz. Asi, en la inmunoturbidimetria e
inmunonefelometria se mide la dispersién de la luz provocada por los complejos Ag-Ac. En
ocasiones los Ac se unen a esferas de latex para aumentar el tamafio de los complejos

(inmunoanalisis potenciados).
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DOSAJE DE CADENAS LIGERAS LIBRES (FREELITE - INMUNODIAGNOSTICO)

Las cadenas ligeras libres (CLL) son cadenas livianas de Igs que no se han unido a las
cadenas pesadas y que circulan libremente por la sangre. Esta prueba mide la cantidad de CLL
de tipo kappa y lambda en sangre, y permite establecer un cociente (ratio) kappa/lambda que
proporciona informacién complementaria en el diagndstico y seguimiento de las discrasias de
células plasmadticas, entre las que se incluyen el mieloma multiple (MM) y la amiloidosis
primaria.

En el MM el nivel de produccién de CLL esta relacionado con la actividad del crecimiento de
las células del mieloma. También se emplea para monitorizar la eficacia del tratamiento, de
manera que una disminucién de su concentracién y la normalizacidn progresiva del cociente
kappa/lambda indican respuesta al tratamiento.

Normalmente, se produce un exceso de cadenas ligeras libres, por lo que éstas pueden ser
detectadas en personas sanas donde el cociente kappa/lambda estd comprendido entre 0.26 y
1.65. También, en enfermedades renales no asociadas a discrasias de células plasmaticas
pueden observarse aumentos de la concentracién de las cadenas ligeras libres, a pesar de que
el cociente kappa/lambda sea normal. Contrariamente, en trastornos que afectan a la médula
dsea inhibiéndola, se pueden observar disminuciones de la concentracién de cadenas ligeras
libres con un cociente kappa/lambda normal

Fundamento: Freelite es un marcador especifico y sensible de CLL k (kappa) y A (lambda).
Los anticuerpos policlonales purificados por afinidad, reaccionan especificamente con formas
libres de la cadena ligera k y A, y estan recubiertos con particulas de latex. La medicidon se
realiza por nefelometria y Turbidimetria. Tradicionalmente los pacientes con MM han sido
diagnosticados y seguidos mediante uroproteinograma. Sin embargo, recientemente se
observé que Freelite presenta mayor sensibilidad que el uroproteinograma, por lo que se
pretende que las guias internacionales de MM sean modificadas e incluyan Freelite en lugar de
la recoleccidn de orina de 24 hs y la EF correspondiente. Ademas evita la obtencién de falsos

negativos en pacientes con alteraciones de la funcién renal.
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ETAPA POST ANALITICA

Esta etapa del estudio de PP, incluye la interpretacion de los resultados obtenidos en la

etapa analitica y el informe de los mismos.

INTERPRETACION DE RESULTADOS

INTERPRETACION DE PROTEINEMIA

Valores de referencia para Proteinemia

EDAD VALORES UNIDADES
Adultos 6-—8 g/dl
Recién nacidos 52-9,1 g/dl

En base a los valores de referencia de PT, podemos realizar las siguientes interpretaciones
bioquimicas-clinicas:

e NORMOPROTEINEMIA: concentracién de PT dentro de los valores de referencia.

e HIPERPROTEINEMIA: aumento de la concentracion de PT por encima del limite superior del
valor de referencia. Mecanismos generales: aumento de la sintesis de proteinas especificas
(siempre globulinas) o deshidratacidn.

e HIPOPROTEINEMIA: disminucién de la concentracién de PT por debajo del limite inferior
del valor de referencia. Mecanismos posibles: defectos en la sintesis proteica, grandes
pérdidas o catabolismo proteico excesivo. Debe tenerse en cuenta que todas las

hipoproteinemias, lo son por hipoalbuminemia.

INTERPRETACION DE ALBUMINEMIA

Valores de referencia de Albuminemia

PARAMETRO VALORES UNIDADES

Albuminemia 3,5a5,5 g/dl

Relacion A/G 1,2a2,2

En base a los valores de referencia, frente a un resultado de Albuminemia, podemos

interpretar como:
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e NORMOALBUMINEMIA: concentracién de Albumina dentro de los valores de referencia
e HIPOALBUMINEMIA: valores de albuminemia por debajo del limite inferior del valor de
referencia. Puede deberse a:
— aumento en la excrecion urinaria o fecal (sindrome nefrético, gastroenteropatias),
— infecciones prolongadas,
— aumento del catabolismo
— disminucidn de la sintesis (enfermedad hepatica, alcoholismo),
— desnutricion, malabsorcion
— quemaduras severas
e HIPERALBUMINEMIA: NO existen aumentos absolutos de albuminemia, pero Si aumento
relativo en caso de reduccién del contenido de agua plasmatica (Ej. Deshidratacion,

vomitos, otros)

INTERPRETACION DEL PROTEINOGRAMA: PATRONES ELECTROFORETICOS

Valores de referencia para las distintas fracciones proteicas

RN NINOS ADULTOS
g/dl g/dl g/dl %
Proteinas totales 46-74 | 6,4-8,1 6-8
Albumina 25-3,4 | 39-5,0 3,2-5,2 52 -65
Al-globulina 0,1-0,3 | 0,2-0,3 0,1-0,3 2-5
A2- globulina 0,3-0,51|04-1,0 0,4-1,0 7-13
Beta-globulina 0,2-06 | 0,5-1,1 05-1,1 8-14
Gamma-globulinas | 0,2-1,0 | 0,7-1,2 0,8-1,8 12-23
(IgG, IgA e IgM)

Cada fraccion de las globulinas estad formada por un grupo de proteinas con una movilidad
electroforética semejante, aunque muy distintas en cuanto a su estructura y funcidn, por ello,
aunqgue el resultado de la fraccion sea normal, puede existir variacién porcentual en sus

componentes. Esto no ocurre con la fraccidén albimina, porque es una Unica proteina.
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VARIACION DE LAS

PROTEINEMIA COMPATIBLES CON LOS PROCESOS
FRACCIONES
Aumento de Plasmocitoma y

Albumina baja BG: Macroglobulinemia.
y gran Plasmocitoma, Macroglobulinemia,
aumento de Kala-Azar, Linfogranuloma, Cirrosis

Hiperproteinemia Aumento de
globulinas (G). Esplenomegalicas y Endocarditis
VG:
Lenta Abacteriana.

Variacion ligera o

Albumina baja y aumento de la

oG y discreto de yG

Inflamaciones, infecciones agudas y

subagudas. Neoplasias.

Albumina baja, aumento

dominante de yG y a veces

Hepatitis, cirrosis hepatica e

infecciones cronicas.

nulos o discretos de aG, BG y yG

nula de la ligero de BG
Proteinemia Albumina baja y aumento
Neoplasias.
discreto de aG, Gy yG
Albimina muy baja
aumento de a2G y BG Nefrosis.
v G normal o disminuida.
Neoplasias digestivas, esteatorreas,
AlbUmina muy baja y aumentos
Hipoproteinemia enfermedades consuntivas y

carenciales

AlbUmina muy baja y aumento

de yG

Cirrosis hepaticas de larga
evolucion, infecciones crénicas

consuntivas.

Es importante tener presente los mecanismos responsables de dichas variaciones, tales
como: disminucion de la sintesis (ej: hepatopatias, desnutricion); perdida de proteinas por rifion

(ej: nefropatia, fallo renal); aumento de sintesis (infecciones cronicas, gamapatia monoclonal);

entre otras. De esta manera el PTGR puede ayudar al diagndstico de diversas entidades.
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Los patrones electroforéticos mas frecuentes en la practica clinica son:
1. Modelo de malnutricion. Ej: desnutricion, malabsorcion
2. Perdida de proteinas (tipo NO selectivo). Ej: enteropatia con pérdida de proteinas,
quemaduras, hemorragias
Modelo nefrético (perdida de proteinas selectiva)
Enfermedad hepatodegenerativa
Modelo de cirrosis
Inflamacion aguda
Inflamacion crdnica

Gammapatiapoliclonal

© % N O U A~ W

Hipogamaglobulinemia

10. Gammapatia monoclonal

1. Modelo de malnutricion

Hipoproteinemia debida a una reduccién de la sintesis. Se observan disminuciones en
todas las fracciones, pero la reduccidon mas acentuada se ve a menudo en la albdmina.

La inanicion severa, malabsorcion o la inanicidn asociada con enfermedad crdénica severa,
presentan una reducciéon marcada de albumina a niveles inferiores a 2 g/dl. Ante la inanicion
severa el sistema inmune se afecta enormemente, con sintesis disminuida que origina una

hipogammaglobulinemia

2. Enteropatia con pérdida de proteinas

Hipoproteinemia en la cual la mayoria de las fracciones disminuyen, debido a la
combinacién de una sintesis disminuida y una pérdida incrementada, aunque la fraccion a2
puede ser relativamente superior debido a la coexistencia de una respuesta de fase aguda

(haptoglobina) o a una retencidn selectiva de moléculas grandes (a2-macroglobulina)

3. Modelo nefrético
Hay pérdida selectiva de proteinas a nivel glomerular, en base a su peso molecular. En la
proteinuria glomerular, se pierden las proteinas de bajo peso molecular (Alb, Tf, a-1AT,

gammaglobulinas 1gG e IgA), mientras que las de alto peso molecular (a2-macroglobulina, B-
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lipoproteina e IgM) quedan retenidas en el suero. El uroproteinograma mostrard
preponderancia de proteinas de bajo peso molecular.

En algunas instancias el modelo nefrdtico es acompanado por la condicién inflamatoria
aguda o crdnica, observandose un aumento de la fracciéon a 1 globulinas debido al aumento de
reactantes de fase aguda.

En la proteinuria tubular, hay deterioro de la reabsorcién tubular de pequefias proteinas,
observandose en el uroproteinograma fracciones a, B y y-globulinas, y sélo una pérdida minima
de albumina.

En el caso particular de la nefrosis lupica, también se vera una reduccién de C3, debido a su
incorporaciéon dentro de los complejos inmunoldgicos encontrados en las regiones

subepiteliales y subendoteliales del glomérulo.

4. Enfermedad hepatodegenerativa

Hipoproteinemia donde la Albumina y la haptoglobina parecen ser las primeras proteinas
reconocibles que disminuyen a medida que el dafio hepatocelular avanza. Se observa aumento
de PB-lipoproteina y de la fraccion gammaglobulina. Cada una de estas bandas variara
dependiendo de la dimension del dafio hepatocelular, ya que se puede considerar que el
higado es la fuente de mayor produccion proteica, salvo las inmunoglobulinas.

En la hepatitis estara presente un modelo tipico de inflamacién aguda o crénica.

En el caso de los pacientes con hepatitis lUpica, se mostrara aumento de gamaglobulina,
sobre todo IgG, y una fraccion beta disminuida o ausente por consumo de complemento.

En la enfermedad hepatica obstructiva se observa un modelo inflamatorio crénico con

lipoproteina beta aumentada

5. Modelo de cirrosis hepdtica

El daifio hepatocelular de la cirrosis origina, por un lado, disminucién de la capacidad de
sintesis de Albumina y por otro lado, el desequilibrio de presiones hemodinamicas que conduce
a la formacion de liquido ascitico (el cual contiene casi exclusivamente albumina). La pérdida de
Albumina estd equilibrada hasta cierto punto por un marcado aumento policlonal de
inmunoglobulinas, con una fraccién y que puede contribuir significativamente a la presiéon

oncotica.
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De esta manera, se produce una amplia fraccion de gamaglobulina que parece originarse
en la fraccion B y constituye un fendmeno caracteristico llamado “puente B/y”; se produce a
expensas del aumento de IgA sobretodo, pero también de IgG. Dependiendo de la severidad de
la cirrosis existe con frecuencia una disminucion de globulinas a 1 a 2, sobretodo Haptoglobina
y Transferrina.

En el caso de aumento de la fraccion al y Haptoglobina puede indicar una inflamacidn
implicita o enfermedad neoplasica asociada a la cirrosis.

Un puente B/y falsa puede aparecer en el caso de enfermedades malignas e inflamatorias.
En los puentes B/y real se observan aumentos de IgA y en menor medida de IgG e IgM vy

disminucion de Tf.

6. Modelo inflamatorio agudo

Este modelo se caracteriza por aumentos de globulinas al y a2. En general el mayor
impacto se observa en la Haptoglobina, mientras que otras proteinas, como a-1AT pueden
contribuir a esta respuesta. Albumina y Transferrina, son proteinas de fase aguda negativas, por
lo tanto, disminuyen.

Generalmente componentes menores, como la Proteina C Reactiva, no contribuyen
significativamente a este patron (por sensibilidad metodolégica), aunque su medicidn
inmunoldgica puede estar aumentada hasta 1000 veces.

En caso de un proceso hemolitico activo, la Haptoglobina puede estar normal o disminuida,
y puede haber una banda independiente de hemoglobina que migra en la regién beta.

En caso de hemdlisis in vitro puede verse una banda del complejo Hb-Hp que migra en a2

de manera diferente a la hemoglobina

7. Modelo inflamatorio crénico o de respuesta tardia

Es una prolongacion de la respuesta de fase aguda, con Haptoglobina elevada, mayor
reduccion de albimina y un incremento policlonal de inmunoglobulinas que ensanchan la
region y.

Este modelo puede corresponderse a diversas situaciones clinicas: infecciones crdnicas,
enfermedad hepatica, trastornos del tejido conectivo, alergias y enfermedades malignas. En

caso de aumento marcado de Haptoglobina, puede sospecharse de un trastorno neoplasico.
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8. Gamapatia policlonal

Este patrén electroforético se debe al aumento heterogéneo de inmunoglobulinas.

Son muchas las condiciones que pueden dar lugar al aumento de la produccién de
anticuerpos y en general suele haber una respuesta inflamatoria superpuesta.

Ejemplos frecuentes de estas situaciones son la enfermedad hepatica y las enfermedades
del tejido conectivo.

Se puede establecer la naturaleza policlonal del modelo mediante la medicién de proteinas
especificas 1gG, IgA e IgM. Siempre debe tenerse en cuenta que los niveles de Igs varian con la

edad.

9. Hipogamaglobulinemia

Este modelo se manifiesta con una casi o completa ausencia de fraccion gamma.

Ocurre normalmente en recién nacido antes de la maduracion de su sistema inmune.
También ocurre en algunos estados de inmunodeficiencia congénita. En adultos mas
comunmente se observa con alteraciones linforreticulares, donde las células plasmaticas fueron
desplazadas por proliferaciones de linfocitos y también tras quimioterapia para la erradicacion
de tumores. Todos los adultos donde se encuentre una hipogammaglobulinemia deben ser
examinados por posible enfermedad de cadenas livianas. Estos pacientes producen cadenas
livianas monoclonales excesivas cuyo peso molecular les permite pasar por la membrana

glomerular y ser excretadas en la orina

10. Gamapatia monoclonal

Modelo caracterizado por una banda homogénea (componente M) de movilidad
restringida observada en la regidn de y-globulinas, e incluso migrar desde la regiéon a2 hasta el
punto de siembra del PTGR.

Se corresponde con una Ig. secretada como consecuencia de una proliferacion monoclonal
de células plasmaticas. Frente a este patron electroforético se debe:

e |dentificar el componente M en suero y orina. Es decir, se realiza IF o IEF a la muestra de
suero del paciente y ademads un Uroproteinograma con una muestra de orina de 24 hs por la
posible presencia de cadenas livianas eliminadas via renal.

e Cuantificar el componente M: Se realiza a partir del PTGR
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e Cuantificar Igs policlonales: se realiza por turbidimetria o IDR. Por lo general la fraccién
gamma policlonal normal estd disminuida, debido a que las células plasmaticas normales son

reemplazadas por un clon maligno.

PATRONES ELECTROFORETICOS

Normal Normal

Sindrome Nefrético

Reaccidn inflamatoria (cronica) Cirrosis Hepatica

Alteraciones de la fraccion de y globulinas Principales alteraciones del Proteinograma:
(Componentes M)

En orden IgA, IgG, 1gG e IgM
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Principales alteraciones del proteinograma:
5
:
® 1 =
®m =

Bisalbuminemia

DIAGRAMA DE UN DENSITOMETRO, Muestra con COMPONENTE M

SERUM PROTEIN

SAHPLE: 014

TOTAL PROTEIN. 12.0 G/L

A/G: B.59
Z G/L
NLBUMIN  37.3 4.5
aLPiNg 5.3 0.3
ALPHA2 6.8 6.8
BETN 8.4 1:0
| Gnunn 15.2 5.4
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MODELO DE PROTOCOLO DE INFORME

LABORATORIO
NOMBRE: ORDEN N°:
DNI:
FECHA DE NACIMIENTO:
MEDICO SOLICITANTE:
MUESTRA BIOLOGICA:

PARAMETROS Resultado Valores de referencia

g/dl g/dl

PROTEINAS TOTALES

Método:

ALBUMINA

Método:

PROTEINOGRAMA ELECTROFORETICO

/’\ sismm

]:
|
i

bw\// | . W
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Valores de Valores de

FRACCION Resultado referencia Resultado referencia
% % g/dl g/dl
Albumina 52 -65 3,2-5,2
Al-globulina 2-5 0,1-0,3
A2- globulina 7-13 0,4-1,0
Beta-globulina 8-14 0,5-1,1
Gamma-globulina 12 -23 0,8-1,8
Relacion A/G:
Observaciones:
Firmay sello

Matricula del Profesional Bioquimico
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ANEXO

Preparacion de reactivos para Electroforesis Convencional - Proteinograma

Buffer: hay muchas férmulas, uno es el veronal sédico al 0.04M,
e Veronal sddico 8.24gr
Agua desestiladacsp1000 ml de solucién
Conviene preparar menos, el buffer se puede usar muchas veces, una vez hecha la
corrida se guarda en un frasco bien tapado para utilizar una préxima vez. E mayor
inconveniente es la contaminacién por hongos.

e Borato pH=8 .6 con indicador de frente de corrida

Liquido colorante: Esta solucién también puede usarse muchas veces, una vez coloreada la

corrida se guarda en un frasco bien tapado

e Negro Amido 10B 0.5¢gr

e Metanol 45 ml
e Ac Acético 10 ml
e Agua 45 ml

Liguido decolorante:

e Metanol 47.5 ml
e Ac Acético 5ml
e Agua 47.5 ml

Solucidn transparentizadora:

e Metanol 85 ml
e Ac. Acético 14 mil
e Glicerina 1 ml

Solucidn de Elucion

e Ac. Acético al 80%

UNaM-FCEQyN. Carrera de Bioquimica. Catedra Bioquimica Clinica Il

43



Guia de Estudio. Trabajo Practico. Proteinas Plasmaticas

BIBLIOGRAFIA

J. GRAS PROTEINAS PLASMATICAS 4ta Ed. JMS. Barcelona 1983. Capitulo 6

Tood-Sanford&Davidsohn; Henry, El Laboratorio en el Diagnéstico Clinico. 20ma Ed.

MARBAN LIBROS, S. L. 2005. Tomo 1.
Inserto Wiener lab. Proti2 (dosaje de proteinas totales y albumina)

Adolfo Kalinov. Variables Bioquimicas para el diagndstico médico. Editorial Janssen Cilag.

Afio 1995. Capitulo 4

Raquel Osatinsky. Las proteinas séricas. 1° edicion. Ciudad auténoma de Bs As 2012.

UNaM-FCEQyN. Carrera de Bioquimica. Catedra Bioquimica Clinica Il

44



I1

LABORATORIO DEL METABOLISMO
DE LOS HIDRATOS DE CARBONO



CUERPO DOCENTE

JTP Malvasi, Graciela Noemi

JTP Dusse Graciela Viviana

Auxiliar 1ra Formichela Maria Mercedes

Auxiliar Egresada Ad-Honorem Medina Magali lvana
Auxiliar Alumna Ad-Honorem Servian Araceli

Prof. Adj. Malarczuk Elba Cristina

Prof. Adj. Galeano Zulema



Guia de Estudio. Trabajo Practico. Alteraciones del laboratorio en el Metabolismo en los Hidratos de Carbono

INTRODUCCION

En el estudio de los Hidratos de Carbono se destacan diferentes Analisis de Laboratorio que
aportan informacion importante para las decisiones a tomar en la prdctica clinica; tales como,
diagnosticar los diferentes Estados Hiperglucémicos (EH) entre ellos Diabetes Mellitus (DM),
participar en el control del tratamiento del paciente con DM, y definir el diagndstico y
seguimiento de las complicaciones crénicas y agudas de pacientes que padecen DM; y cada
una de ellas con ventajas, desventajas y costos diferentes.

LABORATORIO

A continuaciodn, se detallan las pruebas bioquimicas que permiten evaluar el metabolismo de
los Hidratos de carbono:
1. Glucemia en Ayunas
2. Glucemia al Azar
3. Prueba de Tolerancia Oral a la Glucosa (PTOG)
4. Hemoglobina Glicosilada (HbA1c)

1. Glucemia en Ayunas: representa la concentracidn de la glucosa en sangre en condiciones
basales.

2. Glucemia al Azar: representa la concentracién de la glucosa en sangre en cualquier
momento del dia (fuera del estado basal).

3. Prueba de Tolerancia Oral a la Glucosa (PTOG): Es una prueba dinamica que consiste en
monitorear la metabolizacidn de la glucosa frente a una sobrecarga de solucién glucosada
en condiciones estandarizadas. Es mas sensible y especifica que la Glucemia en Ayunas
para el diagndstico de los Estados Hiperglucémicos, como DM y Tolerancia Alterada en
Ayunas (TGA)

Dentro de las pruebas dindmicas que evaluan la metabolizacidon de la glucosa frente a la

sobrecarga de solucion glucosada, se encuentra la Curva de Tolerancia a la glucosa (CTG),

ademas de la Prueba de Tolerancia Oral a la Glucosa (PTOG). Siendo la diferencia entre
ambas “el tiempo y numero de extracciones”, en la primera CTG se realizan determinaciones
seriadas de Glucemia a los tiempos 0 (en ayunas) a los 30, 60, 90 y 120 minutos; y en la

segunda PTOG las determinaciones de Glucemia se realizan en dos tiempos: 0 (ayunas) y 120

minutos post carga de una solucidn glucosada; siendo esta ultima PRUEBA, la de uso

frecuente en la practica clinica.

4. Hemoglobina Glicosilada (HbA1c):

Es la heteroproteina del eritrocito que resulta de la uniéon de la hemoglobina (Hb)
con glucidos unidos a cadenas carbonadas. Representa una valoracién aproximada de los
niveles de la glucemia en los ultimos 3 meses debido al tiempo de vida media del eritrocitoy a
la exposicién de la hemoglobina intraeritrocitaria a los niveles de hiperglucemia.
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ETAPA PRE ANALITICA

Las Instrucciones que debe cumplimentar el paciente para la realizaciéon de las Pruebas
bioquimicas, deben ser entregadas en formato escrito redactadas en lenguaje claro, sencillo y
ser explicadas en forma verbal, por el profesional bioquimico, al momento de dar el turno; a
continuacion se describen.

1. Glucemia en Ayunas:

Instrucciones
a. Requisitos que debera cumplir el paciente:
El dia anterior cenar de manera habitual a una hora determinada, para lograr un ayuno de 8

horas. NO ingerir ninguin tipo de alimento y/o infusidn después de la cena, Unicamente
podra beber agua.

No modificar las actividades y la alimentacion cotidiana, dias previos a la prueba.

b. Consideraciones en el dia del turno de la prueba

Concurrir al laboratorio en Condiciones Basales* entre las 7 y las 9 horas.

*Condiciones Basales: Ayuno de 8hs y post-descanso nocturno, no realizar ninguna actividad fisica (Ej: ir al banco y/o

compras)

2. Glucemia al Azar:

El paciente no cumple con ningln requisito previo a la toma de muestra; la extraccion
sanguinea se realiza en cualquier momento del dia, fuera del estado basal.

Para interpretar los resultados tener en cuenta “hora de la toma de muestra y horario de la ultima
ingesta”.

3. Prueba de Tolerancia Oral a la Glucosa (PTOG)

Frente a la solicitud de PTOG, se deberd en primer lugar indagar sobre los antecedentes
personales, familiares y conocer los valores de Glucemia en Ayunas. La PTOG se recomienda
realizar en todas las personas que presenten factores de riesgo y/o Glucemia en Ayuna

Alterada (GAA).
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Instrucciones para la realizacion de la Prueba de Tolerancia Oral a la Glucosa (PTOG).

a. Requisitos que deberd cumplir el paciente, previamente a la PTOG

1. No modificar las actividades habituales, durante los 4-5 dias previos a la prueba.

2. Los tres dias previos a la prueba deberd respetar las comidas: desayuno, almuerzo y cena,
incluyendo pan, mermeladas, azlcar, harinas, fideos, arroz, papa y frutas en cada comida.

3. Comunicar al profesional del laboratorio la medicacion que recibe.

(Algunos medicamentos modifican el metabolismo: p ej. Corticoides).

4. No deberd presentar ninguna situacién de estrés psiquico y/o fisico como fiebre,
enfermedades infecciosas, vomitos, diarreas.

5. No debera realizar régimen para adelgazar en los dias previos.

6. El dia anterior a la extraccién debera cenar de manera habitual a una hora determinada
de manera de lograr un ayuno de 8 horas. Podra beber sélo agua sin ingerir ninguna otra
infusion (mate, tereré)

7. Concurrir al laboratorio en condiciones basales para la extraccidén de sangre.

b. Consideraciones a tener presente durante la realizacion de la PTOG

1. Eltiempo que permanecera en el laboratorio durante la prueba es de 2,5a 3 h.

Permanecera sentado, sin fumar o ingerir alimentos durante la prueba.

La prueba debe iniciarse entre las 07:00 y 09:00 h am.

Al ingresar al laboratorio, descansard 15 min., y se procedera a realizar la primera

extraccion sanguinea (Glucemia ayuna)

5. En caso de que el valor de Glucemia ayuna sea = 126 mg/dl no se continuarad la prueba.

6. Luego tomara la Solucidon glucosada en 5 min. aproximadamente.

7. Alas dos horas del inicio de la ingesta, se le realizard la segunda extraccion (120 min).

8

En caso de nauseas o vémitos durante la prueba, la misma debe ser suspendida.
Nota: Solucién glucosada al 20 %: segun edad del paciente
Adultos-embarazadas-nifios con peso Corporal > a 30 Kg: disolver 75grs de glucosa anhidra en 375 ml de agua.
Nifios con peso Corporal < a 30 kg se utilizara 1,75grs/kg de peso (sin exceder 75grs) disuelta en agua.

PwnN

4. Prueba Hemoglobina Glicosilada: esta Prueba puede realizarse como parte

4.1 De un Laboratorio programado: el paciente debe respetar las condiciones Basales
4.2 De un laboratorio de Urgencia ). el paciente no cumple con ningun requisito para la
toma de muestra

 prueba utilizada como buen marcador para avalar DM en pacientes con hiperglucemia en los Servicios de Urgencia.

Su valor no posee variacion circardiana y no esta influenciada por la falta de ayuno.
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Muestras bioldgicas a utilizar en cada Prueba.

Es importante saber que la tasa de glucdlisis en una muestra de sangre in vitro, variaen 5 -
7 % promedio (aproximadamente 10 mg/dl/h), siendo responsable la temperatura, el
recuento de leucocitos, eritrocitos y tiempo de exposicién a estos factores. Para minimizar el
consumo de la glucosa por las células, utilizar:
e Plasma obtenido con EDTA-fluoruro como anticoagulante, debido a su accién
antiglucolitica “muestra de eleccion”
e Suero** obtenido con tubos primarios con Geles “considerando una centrifugacion
inmediata de la muestra, de tal manera que el gel separe el suero del paquete celular”

Glucemia en Ayunas; Glucemia al Azar; Prueba de Tolerancia Oral a la Glucosa (PTOG):
+ Plasma (obtenido con EDTA-F) o
+ Suero**( es la muestra mds utilizada en la rutina)

Prueba Hemoglobina Glicosilada:

+ Sangre entera (obtenida con el anticoagulante EDTA)

ETAPA ANALITICA

A. GLUCEMIA, determinacion realizada en:
1. Glucemia en Ayunas
2. Glucemia al Azar
3. PTOG
Las metodologias analiticas mas utilizadas para la determinacién de GLUCEMIA son, de:
e Punto Final Colorimétrico Enzimdtico “Glucosa oxidasa”
e (Cinética Enzimdtica “Hexoquinasa”
Los procedimientos dependiendo de la capacidad operativa del laboratorio pueden ser
manuales o automatizados. A continuacion, se detallan los fundamentes de cada uno de las
metodologias.

Método de punto final colorimétrico enzimatico “Glucosa Oxidasa”

Fundamento: La glucosa presente en la muestra del paciente se pone en contacto con una
solucién de glucosa oxidasa dando lugar a acido glucénico y agua oxigenada. El agua
oxigenada en presencia de 4-aminofenazona y fenol genera una quinona coloreada que puede

leerse en espectrofotémetro a 505 nm.
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Glucosa + O, + H,0 ——acido gluconico + H;0,

2 H,0, + 4-AF + fenol —— quinona coloreada + 4 H,0

Método cinético enzimatico “Hexoquinasa”

Fundamento: La glucosa es fosforilada por la hexoquinasa (HK) en presencia de adenosina
trifosfato (ATP) e iones de magnesio para producir glucosa-6-fosfato (G-6-P) y adenosina
difosfato (ADP). La glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G-6-PDH) oxida especificamente G-6-P a
6-fosfogluconato con la reduccion consiguiente de dinucleétido de nicotinamida adenina
(NAD) a dinucledtido de nicotinamida adenina reducido (NADH). Se produce 1 micromol de
NADH por cada micromol de glucosa consumida. El NADH producido absorbe luz a 340 nm y

puede detectarse espectrofotométricamente como un incremento de la absorbancia.

B. HEMOGLOBINA GLICOSILADA:

La SAD, sugiere una eleccion de método adecuado (certificado por NGSP, CV intraensayo
< 5%y sesgo respecto al HPLC < 5%), que presente una buena trazabilidad respecto al método
de referencia de la IFCC.
Unidades de Medida: segun recomendaciones internacionales, deben ser informados de
manera simultanea en unidades IFCC (mmol/mol) y en unidades NGSP (%) con un decimal,

utilizando la llamada ecuacién maestra IFCC -NGSP.

Para calcular el equivalente en unidades IFCC (mmol/mol) partiendo de unidades NGSP/DCCT
(%). IFCC (mmol/mol) = (NGSP % - 2,15 / 0,915) x 10.
Valores de Referencia del NGSP: 4 —-5.6 %

Ventajas y Desventajas del Dosaje de la HBA1C

Ventajas Desventajas

No requiere ayuno. Mayor Valor erréneo por hemoglobinopatias,

Refleja la glucemia de los 3-4 meses previos. anemia o IR.

No se afecta por enfermedades agudas. Mayores diferencias entre laboratorios, que con

< Variabilidad biolégica intraindividual en glucemia basal.

referencia a la glucosa Mayor Costo.

Permite Diagndstico y control de DM Antirretrovirales: disminuyen 1% el valor de la
HbAlc.
Africanos y caribefios tienen 0,4% mds que los
europeos.
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En el 2008 el comité de expertos en DM, constituido por la ADA, ALAD, IDF y EASD,

recomienda el uso HbAlc como nueva herramienta diagndstica de DM y del Estado

Prediabético, en virtud de los avances en la instrumentacidn, estandarizacién y precisidén en su

medicion.

Metodologias y Fundamentos de dosaje de HbA 1c:

1. Inmunoturbidimétricos: basados en reacciones inmunolégicas. Consisten en la valoracién

de la disminucién de la potencia radiante, de una emisidn policromatica, al atravesar una

solucién de particulas (inmunocomplejos), medida en la misma direccién en que es

emitida (es decir, el emisor y el detector estdan a 02). Dicha disminucidon es debida a

procesos de absorcién, dispersion y reflexion. Los métodos Inmunoturbidimétricos son

reconocidos internacionalmente como equivalentes al método HPLC, segun el NGSP.

2. Electroforesis: Se utiliza una corriente eléctrica controlada con la finalidad de separar

biomoléculas segln su tamafio y carga eléctrica a través de una matriz gelatinosa.

3. Isoelectroenfoque: Consiste en la separacién de los componentes de la hemoglobina en

un gradiente de pH superficial formada dentro de un gel de poliacrilamida. Después de la

separacion de las bandas se corta el gel y se eluye las bandas en el buffer de un dia para

otro la mezcla en un rodillo.

por su absorcion a 415 nm.

Las concentraciones de hemoglobina son entonces medidas

4. Cromatografia: Técnica de separacion de sustancias que se basa en las diferentes

velocidades con que se mueve cada una de ellas a través de un medio poroso arrastradas

por un disolvente en movimiento.

PRINCIPIO DE LA CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO
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Las panticulas cargadas negatvamente
$@ unen a la matriz sdlida cargada
positvamente, y son retenidas

Las particulas cargadas positivamente
$on rechazadas por la matriz sohda
cargada positivamente y son eluidas

La eluckn de las particulas cargadas
negativamente se consigue cambiando

el pH del solvente hasta igualario a su
punto soeléctrico o hasta invertr su carga
neta

a-De intercambio ionico: Este método permite la
separacion de iones y moléculas polares, basado
en las propiedades de carga de las moléculas y
consiste en la eluciéon diferencial de Ila
hemoglobina glicosilada por el cambio de carga
producido en la molécula debido a la glucosilacién
del amino terminal de la cadena.
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b- Cromatografia de afinidad: método se basa
en la capacidad del acido fenilbordnico en solucion
alcalina de unirse con grupos cis-diol coplanares.
Usualmente miden hemoglobina glicosilada total y
se calcula la fraccion Alc basado en una
correlacién realizada por el fabricante.

1 2 3 4 5
Las otras proteinas se lavan
@ través: de la columna |~ ©9on la solucisn
del ligando

5. High performance liquid chromatography (HPLC): Llamada Cromatografia Liquida de Alta
eficacia o Cromatografia Liquida de Alta Presién. Utilizada para separar los componentes de
una mezcla basdndose en diferentes tipos de interacciones quimicas entre las sustancias
analizadas y la columna cromatografica.

Consiste en hacer pasar a la hemoglobina glicosilada por la columna cromatografica (de vidrio)
a través de la fase estacionaria, mediante el bombeo de liquido, a alta presiéon a través de la
columna. Esta muestra a analizar es introducida en pequefas cantidades y sus componentes
se retrasan diferencialmente dependiendo de las interacciones quimicas o fisicas con la fase
estacionaria a medida que adelantan por la columna. Su objetivo es aumentar la eficiencia en
las separaciones, es decir el tamafio de las particulas de la fase fija va disminuyendo hasta el
tamarfio de los micrones, generando por ende la necesidad de utilizar altas presiones para

lograr que fluya la fase mavil.
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Columna de HPLC

s ‘ - Cromatograma
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Inyector
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(fose movil) tvestra
reservorio
gomba petector
pesecho
ETAPA POST ANALITICA

Una vez realizadas las determinaciones, se debe proceder a interpretar los resultados

teniendo en cuenta los valores de referencia (V.R), y consecuentemente validar el resultado.
Los V. R. de Glucemia, varian segun la edad del paciente, Tabla 1

Tabla 1. Valores de Referencia segin Grupo Etario.’

En ayunas Intervalo Intervalo

(mg/dl) (mmol/I)
Corddn umbilical 45396 2,50a5,33
Prematuros 20a 60 1,11a3,33
Recién nacidos 30a60 1,67a3,33
Recién nacidos, 1 dia 40 a 60 2,22 a3,33
Recién nacidos, > 1 dia 50a 80 2,78 a4,44
Nifios 60 a 100 3,33a5,55
Adultos 70 a 105 3,89a5,83

'Ref: Laboratorios ABBOTT — Hexoquinasa

En la Practica Clinica, los V. R. de Glucemia en pacientes adultos estan definidos por estudios

multicéntricos y aceptados por las distintas Asociaciones Internacionales, y son:
» Pacientes con factores de riesgo: 70-100 mg/dI
= Pacientes sin factores de riesgo: 70 -110 mg/dl1

! Guia de Practica Clinica Nacional sobre Prevencién, Diagndstico y Tratamiento de la DM Tipo 2 para el primer nivel de atencién. Ministerio
de Salud. Presidencia de la Nacidn. Seguin consenso del Ministerio de Salud de la Nacion.
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Por tanto en pacientes adultos frente a un informe de resultado de Glucemia, podemos estar
frente a las siguientes interpretaciones clinicas bioquimicas (a,b,c)
a) Hiperglucemia: valor > al limite superior del V.R. (valor > 110 mg/dl). &. Glucemia: 135 mg/di
b) Hipoglucemia: valor < a limite inferior del V.R (valor < 70 mg/dl). &. Glucemia: 35 mg/di

c) Normoglucemia: dentro del rango de V.R (valor entre 70-100 mg/dl). j. Glucemia: 85 mg/adl.

Para definir/diagnosticar los Estados Hipeglucémicos (EH) como:

= Diabetes Mellitus
= Glucemia en Ayunas Alterada (GAA)
* Tolerancia Alterada a la Glucosa (TAG) o / intolerancia a la glucosa oral ( 1GO)

Los EH “GAA y TAG”, son considerados como Prediabetes
Las Asociaciones internacionales ADA, ALAD, OMS y la SAD, establecieron Criterios

Diagndsticos en las diferentes Pruebas Diagndsticas, que permiten:

Diagnéstico de DM en un paciente, si se cumplen algunos de los tres Criterios diagndstico

establecidos en Tabla 2.

Tabla 2. Criterios Diagndstico de DM

1. Dos Glucemias en Ayunas con valores > a 126 mg/dl, realizadas en 2 oportunidades con
diferencia entre 5-7 dias.

2. Sintomas de DM poliuria, polidipsia, polifagia, pérdida de peso + Glucemia al Azar > a 200
mg/dl.

3. Glucemia a los 120 minutos = a 200 mg/dl, post sobrecarga de solucién glucosada (PTOG).

4. Valores de Hemoglobina Glicosilada (HbA1c) 2 6.5 % ) en 2 ocasiones diferentes.

Diagndstico de Prediabetes: GAA, TAG en un paciente, si se cumplen los Criterios diagnéstico
de la Tabla

Tabla 3. Diagndstico de Pre-diabetes

Paciente con GAA (Glucemia en ayunas Alterada)

e Glucemia en ayuna: entre 110-125 mg/dl, y

e Glucemia a los 120 minutos < a 140 mg/dl, después de una sobrecarga de solucién glucosada
(PTOG normal).

Paciente con TGA/IGO (Tolerancia Alterada a la Glucosa)

e Glucemia en ayuna: < al26 mg/dl, y

e  Glucemia a los 120 minutos entre 140 -199 mg/dl, después de una sobrecarga de solucion
glucosada (PTOG).

Segun valores de HbA1c

Valores de Hemoglobina Glicosilada (HbA1c): 5,7% - 6,4%.
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Fig 1. Algoritmo diagndstico de DM

*Confirmar con pruebas de laboratorio en aquellos casos que no hay sintomas clasicos o descompensacién metabdlica inequivoca

SIN SINTOMAS CLASICOS
En individuos > 45 afios, sin otros factores

de riesgo solicitar glucemia en ayunas CON SINTOMAS CLASICOS DE DIABETES

cada 3 aRos. Poliuria, polidipsia, pgrdida de peso
Realizar examenes a edades mas
tempranas o con mayor frecuencia en
personas con factores de riesgo

J{ ‘ Glucemia a cualquier hora del dia ’

Glucemiaenayunas | \L
2 200mg/dl
Vv v v 8/
<100 mg/d| 100-125 mg/d| > 126 mg/dl
En al menos dos
examenes
PTOG

Glucemia en ayunasy 2h post carga glucosa (75g)

v

CLASIFICACION DEL PACIENTE SEGUN GLUCEMIA

AYUNAS 2 H POST-CARGA
NORMAL <100 y <140
G 100125 y <140
1GO <126 Y 140-199
DIABETES 2126 ] 2200

|
W W [\
| *
NORMAL | PREDIABETES | DIARETES

S— 17 Solo GAA 0 5010 1GO 0 GAAHIGO l -

Implementar estrategias de prevencién y modificacién de
factores de riesgo cardiovascular.

Realizar nuevo tamizaje con la periodicidad que
corresponda al nivel del riesgo

Realizar nuevo tamizaje con la Iniciar tratamiento

periodicidad que corresponda
al nivel del riesgo
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Para realizar el diagndstico de DM solamente se pueden utilizar los métodos de laboratorio

para medir la glucemia, y NO los dispositivos/Métodos rapidos (Point Of Care)

Las Pruebas Diagndsticas deben considerarse en todos los adultos con sobrepeso (IMC >
25Kg/M2 o2 23»Kg/M2 si hablamos de la poblaciéon asiatica) y tengan alguno de los siguientes

Factores de Riesgo:

» Inactividad Fisica

=  Familiares de primer grado con DM

= Pertenezcan a etnias/razas de elevado riesgo, como africanos, latinos, asiaticos.

= Mujeres con antecedentes de partos con hijos macrosémicos (peso al nacer 2
4Kg) o historia clinica de diagndstico de Diabetes Gestacional

* Hipertension (= 140/90 mmhg o en tratamiento para la hipertension)

= Valores de Colesterol HDL < 35 mg/dl y/o Triglicéridos > 250mg/dI

* Mujeres que padezcan el Sindrome de Ovario Poliquistico

= Valores de HbAlc > 5,7%, GAA o TAG/IGO en pruebas anteriores

= QOtras condiciones clinicas asociadas a insulinoresistencia, como obesidad
severa o acantosis nigricans.

= Historia de enfermedad cardiovascular

Ref: Diabetes Care Volume 38, Supplement 1, January 2015

En todos los pacientes, se deben realizar las pruebas para detectar DM T2 a partir de los 45
anos. Si los valores de las pruebas son normales, se recomienda repetir en intervalos de tres
(3) afos como minimo, aunque se debe considerar aumentar su frecuencia, por ejemplo,

realizar controles todos los anos, dependiendo de los resultados iniciales.
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En nifios (edad <a 18 afios) asintomaticos, se deben tener en cuenta los siguientes criterios:
=  Sobrepeso (IMC por encima del percentilo 85 para sexo y edad; peso o altura por
encima del percentilo 85 o peso mayor a 120% del peso ideal).

= Y dos o mas de los siguientes Factores De Riesgo:

e Historia familiar de DM T2 en familiares de primer o segundo grado.

e Raza o Etnia.

e Signos de resistencia a la insulina o condiciones asociadas (acantosis nigricans, HTA,
dislipemia, ovario poliquistico o bajo peso al nacer para la edad gestacional).

e Historia materna de DM o DMG durante la gestacion del nifio.

Ref: Diabetes Care Volume 38, Supplement 1, January 2015

Como vimos las Pruebas de Glucemias en ayuna y/o Glucemia al azar, pueden evidenciar,
claramente dos alteraciones del metabolismo de los HC:

I: Hiperglucemias

1I: Hipoglucemias
I: Hiperglucemias, tener presente que NO necesariamente son debidas a los EH, sino pueden
observarse en otras situaciones, descriptas a continuacién:

e Hiperglucemia por no cumplimentar con el ayuno solicitado para las pruebas.

e Hiperglucemia en cualquier momento del dia, post ingesta de alimentos.

e Hiperglucemia por estrés: definida como aquella situacion que se da por un
desequilibrio en las concentraciones de las hormonas contrareguladoras (glucagon,
hormona de crecimiento, catecolamina y glucocorticoides enddgenos o exdgenos), y se
presentan en diferentes situaciones clinicas, como: Infecciones, Procesos quirurgicos,
Politraumatismo, otros

e Hiperglucemia en pacientes internados, con apoyo alimenticio excesivo, sobre todo
intravenoso.

e Hiperglucemias en pacientes Diabéticos con Descompensaciones Agudas:
Cetoacidosis Diabética (DM tipol) y Estado Hiperosmolar Hiperglucémico (DM tipo 2)

Il: Hipoglucemias
e Hipoglucemias en pacientes diabéticos con Descompensacion aguda “Hipoglucemia”
e Hipoglucemia por ayuno o intoxicacion alcohdlica

e Hipoglucemia por enfermedades Endocrinas (Insulinoma)
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EL LABORATORIO en el CONTROL y SEGUIMIENTO de PACIENTES con DIABETES

El control metabdlico del paciente Diabético mediante las pruebas de laboratorio, tiene
como objetivo monitorear el metabolismo de los HC y lipidos, con el fin de mantenerlos
dentro de rangos aceptables, mediante el tratamiento (actividad fisica, alimentacién vy
farmacologico), y asi evitar las complicaciones agudas, y/o disminuir la incidencia y progresion
de las complicaciones crénicas Microvasculares y Macrovasculares, al combinar con el control
de la presion arterial y las medidas antropométricas relacionadas con la obesidad, que

contribuyen a establecer el riesgo de desarrollar complicaciones crénicas.

Para lograr un buen Control de la DM se deben alcanzar metas establecidas para cada uno

de los pardmetros bioquimicos evaluados.

Las pruebas de Laboratorio, que se utilizan en el Control de pacientes Diabéticos, estdn

agrupadas segun que evaluan, asi:

1. CONTROL DEL METABOLISMO DE LOS HC:
e Glucemia
e HbAIc
e Fructosamina
2. CONTROL DEL METABOLISMO DE LOS LiPIDOS
Perfil lipidico:
e (olesterol total
e HDL-colesterol
e [DIL-colesterol
e Triglicéridos
e Lipidograma.
3. CONTROL DE LA FUNCION RENAL:
Perfil Renal:
e Uremia
e Creatininemia
e Proteinuria

e Albuminuria
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1. CONTROL DEL METABOLISMO DE LOS HC

Segun las recomendaciones de la ADA del afio 2014, se pueden realizar, mediante el:
a) Automonitoreo

b) Monitoreo por el laboratorio

a) Automonitoreo:

Se realiza utilizando tiras reactivas y un glucometro (Point off care), mediante puncién
capilar, permite conocer el comportamiento de la glucemia a lo largo del dia. Su resultado se
suele identificar como “glucometria” para diferenciarlos de la glucemia medida en el
laboratorio. Es fundamental la educacidon y entrenamiento del paciente para el presente
método, a fin de evitar valoraciones erréneas.

Se recomienda hacer glucometrias (pre y/o postprandiales), las que son definidas por el
profesional médico, con el registro diario, indicando horario, valor y situacién particular si la

hubiese.

b) Monitoreo por el Laboratorio

Pueden darse a través de:

b.1 Glucemia en ayunas, Glucemia Pre Prandial, Glucemia Post prandial:
b.2 Hemoglobina glicosilada (HbA1c)
b.3 Fructosamina.

La Hemoglobina glicosilada (HbA1c) y Fructosamina, son proteina glicosiladas.

b.1 Glucemia en ayunas, Glucemia Pre Prandial, Glucemia Post Prandial:

En cada prueba, se realiza el dosaje de Glucemia con las mismas consideraciones de: tipo
de muestra metodologias, descriptas con anterioridad.

En las pruebas de Glucemia Pre Prandial y Post Prandial, los horarios de su realizacion son

definidas por el médico, y estos deben ser expresado en el informe del resultado.
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Los valores que definen buen Control Metabdlico de los HC para la mayoria de los adultos
con DM, son los establecidos en la Tabla N° 4:

Tabla N° 4: Valores de Buen Control metabdlico de HC

Parametros Valor aceptable Unidades
Glucemia en ayunas y preprandial 70-130 mg/dl
Glucemia postprandial <180 mg/dl

b.2 Hemoglobina glicosilada (HbA1c)

Los estudios Diabetes Control and Complications Trials (DCCT) y United Kingdom

Prospective Diabetes Study (UKPDS) mostraron la importancia de su uso en el seguimiento y
control de la DM tipo 1y 2.
Su uso en el monitoreo del control del metabolismo de la glucosa, en pacientes diabéticos,
nos permite obtener una valoracién aproximada de los niveles de la glucemia en los ultimos 2-
3 meses debido al tiempo de vida media del eritrocito y a la exposicién de la hemoglobina
intraeritrocitaria a los niveles de hiperglucemia, es importante tener presente que la
concentracion de la HBA1c, no presenta variaciones circadianas.

La HbAlc es una prueba con elevada especificidad, sus valores son suficientemente
sensibles y predictivos ya que presentan una buena correlacion con la exposicion a la
hiperglucemia crdénica y con la aparicion de las complicaciones al largo plazo.

Se recomienda la determinacidon de HbAlc al menos dos veces al afio en pacientes con DM
gue han conseguido los objetivos de buen control metabdlico con el tratamiento, y cuatro
veces al afno en pacientes en los que ha habido cambios de tratamiento o no estan en
objetivos glucémicos.

Existe una relaciéon directa entre el porcentaje de la HbAlc y el promedio de la Glucemia de
los ultimos 2 a 3 meses llamada glucemia media estimada” o “glucemia promedio estimada” o

A1C-Derived Average Glucose (ADAG). Tabla 5
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Tabla 5. Correlacion entre Concentracion de HbAlc y la glucemia media.

HbAlc (%) Glucemia media (mg/dl)

6 126
7 154
8 183
9 212
10 240
11 269
12 298

Estudio Internacional A1C-Derived Average Glucose (ADAG). Aceptada por ADA 2014

Y en cuanto a los objetivos del buen Control Metabdlico de los HC por HbA1c, Ias

recomendaciones para la mayoria de los adultos con DM son:

Parametros Valor aceptable Unidades

HbAlc <7 %

b.3 FRUCTOSAMINA.

La fructosamina (FMN) son proteinas glicosiladas se forman por enlaces covalentes de la
glucosa con residuos lisina de las proteinas sanguineas, principalmente la albumina, dando
lugar a bases de Schiff que en una segunda etapa son transformadas irreversiblemente en
cetoaminas o FMN. Esta reaccion es dependiente de la concentraciéon de glucemia y del
tiempo de interaccidn con las proteinas.

La concentracion de FMN en sangre, representa en forma retrospectiva una medida de Ia
media de las fluctuaciones de la glucemia 15 — 21 dias previos a la realizacion del andlisis. Por
tanto, refleja el control glucémico de las 2-3 semanas anteriores.

Por consenso, en Ginecologia y Obstetricia se define estudiar FMN junto con HBAlc en
Diabetes Gestacional (inicio) y cada tres semanas la FMN de acuerdo con la disponibilidad en
cada centro y, sobre todo, si existen dificultades en el cumplimiento del automonitoreo

glucémico. Por tanto, ha sido considerada como una prueba alternativa a la HbAlc en
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aquellos casos en los cuales esta no es fiable por ejemplo para evaluar cambios rapidos del
tratamiento de la Diabetes Gestacional (DG) (esencial durante el embarazo ya que las
necesidades de la madre cambian de manera constante durante la gestacién: disminucién de
la vida media de los hematies, como anemia hemolitica o pérdida de sangre, presencia de
variantes de hemoglobina, como en la anemia falciforme)

Se han encontrado niveles falsamente disminuidos de FMN en pacientes con niveles
descendidos de albumina, en situaciones en las que existen pérdidas de proteinas por la orina
o por el tracto gastrointestinal, o por alteraciones en su sintesis. En este caso se observaran

discrepancias entre los resultados de FMN y los del control diario de glucosa en la sangre.

Etapa Pre Analitica

Condiciones del paciente: es una solicitud programada, y se deberd respetar las condiciones

basales y ayuno de 8hs.

Muestra: Suero o plasma obtenido con anticoagulante EDTA o Heparina.

Etapa Analitica

Metodologia: Método colorimétrico - cinético.

Fundamento: las proteinas glicadas séricas reducen las sales de tetrazolio (NBT) en medio
alcalino, originando formazan, cuya velocidad de formacion es proporcional a la concentracidn
sérica de albumina glicada

Valores de Referencia: Hasta 285 nmol/I

Y en cuanto a los objetivos del buen control metabdlico de HC por FMN las recomendaciones

para la mayoria de los adultos con DM son:

Parametros Valor Aceptables Unidades

FMN <300 nmol/I
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2. CONTROL DEL METABOLISMO DE LOS LIPIDOS

Perfil Lipidico: Colesterol total; HDL-colesterol; LDL-colesterol; Triglicéridos; Lipidograma.

Los controles son establecidos por el profesional médico, segln el Protocolo de seguimiento
en los diferentes tipos de Diabetes. (El estudio de los lipidos sera visto en la Unidad de

Lipoproteinas.)

3. CONTROL DE LA FUNCION RENAL

Perfil Renal: Uremia, Creatininemia, Proteinuria, Alouminuria.

El protocolo de estudio, es definido por el profesional médico, segun los diferentes tipos de
DM, permite definir: Ausencia de dafio renal, Nefropatia Incipiente o Insuficiencia Renal
establecida.

Dosaje de Uremia y Creatininemia, son vistos en la Unidad de Proteinas

Parametros de estudios en orina:
e Proteinuria de 24 hs
e Albuminuria (Microalbuminuria)
Momento de la realizacion de los estudios (Proteinuria-Albuminuria):
e En pacientes con DM tipo 2: se realizan al momento del diagndstico de DM.

e En pacientes con DM tipo 1: se realizan a los 5 afos del diagndstico de DM.
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Protocolo bdsico del estudio de proteinas en orina.

a. Seinicia el estudio con la PROTEINURIA.

PROTEINURIA

Inicia el estudio

—

[ 1
L]

Valor > Lim. Sup

de diferencias)

(en dos oportunidades diferentes, con 21 dias

A 4

Diagnéstico
Fallo Renal

ALBUMINURIA
Valor < Lim. Sup

A 4

Valor < Lim. Sup

A 4

Dosaje de Albuminuria

ALBUMINURIA

Valor > Lim. Sup
(repetir dos oportunidades mas, con 21 dias
de diferencias entre las determinaciones)

A 4

Diagnostico
Ausencia de FALLO RENAL

Diagnostico
Nefropatia Incipiente
Si de los tres resultados dos dan valores elevados
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DETECCION DE DM GESTACIONAL (DG) y PRE GESTACIONAL (DPG)

Tradicionalmente, la DG ha sido definida como una alteracion en la tolerancia a los hidratos
de carbono de severidad variable, que comienza o es diagnosticada en el embarazo en curso.
En los Ultimos consensos, se define dos situaciones de alteracion en la tolerancia a los
hidratos de carbono, y son DM GESTACIONAL (DG) y PRE GESTACIONAL (DPG)

Entendiéndose como DG, la alteracién en la tolerancia a los hidratos de carbono de
severidad variable, que comienza o es diagnosticada por primera vez en el segundo o tercer
trimestre-del embarazo en curso. Y DPG como “aquella situacion en la que una mujer con DM
se embaraza o una embarazada cumple con los criterios diagndsticos de DM segun la OMS
durante el 12 Trimestre”

La prueba Glucemia en Ayunas, debe realizarse en la primera visita prenatal de todas las

embarazadas con y sin Factores De Riesgo. Tabla N° 6

Tabla N° 6 Factores de Riesgos de DM en embarazadas

= Antecedente de DG en embarazo anterior.

= Edad mayor o igual a 30 afios.

= Antecedentes de diabetes en familiares de 12 grado.

= Pacientes con indice de masa corporal de 27 o mas al comienzo del embarazo.

= Antecedentes de macrosomia fetal (un hijo de 4000 gr o mas).

= Antecedentes de mortalidad perinatal inexplicada.

= Sindrome de poliquistosis ovarica.

= Antecedente de la madre de alto o bajo peso al nacer.

= Glucemia en ayunas mayor de 85 mg/dl.

= Hipertensidn inducida por el embarazo.

= Crecimiento fetal disarmdnico con circunferencia abdominal mayor de 70 percentilo a la 28-30
semanas.

= Glucosuria positiva en la segunda orina de la mafiana (con doble vaciado).

= Malformaciones congénitas.
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CRITERIOS DIAGNOSTICOS DG

Se diagndstica DG cuando la embarazada presenta:

e Dos o mas Glucemias en Ayunas > 100 mg/dl en transcurso de la semana.

e Glucemia > 140 mg/dl a los 120 min post carga de solucién glucosada (PTOG)

Figura N° 2. ALGORITMO DE ESTUDIO Y DIAGNOSTICO

Glucosa plasmdbica en ayunas a fodas las embarazadas

= 100 mgfdl’ = 13 mgidP Glucemia al aras = 30 mgtdl
= 126 mgidl
" Cizbetes
pregestaccional
| . 24-20 semans
Glucosa plasmatica en ayunas y 2 horas post canga con 78 g
o 100 mg'dl en ayunas wio = 100 mgfdl &n ayunas wWo
« 140 megfdl 2 hrs post carga = 140 mgddl 2 hrs post canga
} '
Mormad Cizbetax
[ pestacional
* '
Sin faciomes Con factonss
de rizsgo de riesgo®
| L
J | - A0-33 semanas
Glucasa plasmalica en ayunas
y 2 horas post canga con 78 g
Descarta diabetes
e J
o 100 mg'dl en ayunas wo = 10 mgidl en ayunas wha
« 140 mgfdl 2 hrs posi camga = 140 mgrdl 2 hrs past carga
} }
Mormal Diakeste=

pestacional

Ref. Cuadro Modificado de “ALAD Adaptado de la Guia de DM y Embarazo del Ministerio de Chile”
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Notas:
e Repetir la Glucemia en Ayunas en un plazo maximo de siete dias.
e Conrespecto a la PTOG se entiende, y se debe verificar, que la dieta de una embarazada

incluye buena cantidad de H de C por lo tanto si cumple con el resto de los requisitos

puede realizarse al dia siguiente de la solicitud médica.
e Re testear entre las 31 y 33 semanas a todas las embarazadas con factores de riesgo,
priorizando a las embarazadas que presenten factores de riesgo aparecidos o

desarrollados durante el embarazo. (ALAD 2016)

El diagndstico de DG es uno de los aspectos en los que aun persiste discrepancia entre los
criterios de la OMS, la ADA y diversos grupos de expertos.

La ADA permite utilizar estrategias de diagndstico de uno y dos pasos. La OMS propone que
se utilicen en la mujer embarazada los mismos criterios diagndsticos de DM que se emplean
en el resto de las personas, y que toda mujer que reuna los criterios diagndsticos de TAG o
DM sea considerada y manejada como DG (ver figura 2). Su valor predictivo ha sido validado
principalmente con relacién a la morbimortalidad perinatal.

El GTDE de la ALAD ha recomendado utilizar los criterios diagndsticos de la OMS, excepto
que la Glucemia en Ayunas se considera diagndstica de DG si es igual o superior a 105 mg/dl
en dos o mas ocasiones. Si el valor de este estudio es menor de 105 mg/dl, se sugiere realizar
una carga de 75 g de glucosa y se confirma el diagndstico cuando a los 120 minutos post carga

presenta un valor > de 140 mg/dl; este criterio fue aceptado por la SAD.
Estrategias de diagndstico:

“One Step” o en un solo paso: se realiza un PTOG con sobrecarga de 75gr de glucosa en
solucion, midiendo los valores de glucemia en el tiempo 0 (ayuno), a la hora y a las dos horas
post carga, en la semana 24-28 de gestacion en todas aquellas mujeres que no se saben
diabéticas.

La OMS en cambio difiere en el criterio diagnostico ya que utiliza Unicamente el valor basal y el
de los 120 minutos, con un punto de corte de 140 mg/dl:

“Las gestantes gque cumplen los criterios OMS para DM o TAG clasifican con DG”. Criterio

basado en estudio HAPO realizado por IADPSG (International Association of Diabetes and

Pregnancy Study Group).
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ONE STEP

® 75gr de glucosa

> 92 mg/dl (5.1 mmol/L)

1H >180 mg/dl (10 mmol/L)
2H >153 mg/dl (8.5 mmol/L)

“Two-Step” o en dos pasos: en un primer paso se debe realizar una sobrecarga con 50gr de
glucosa (en 200 ml de agua) y se mide el valor de glucemia a la hora, en todas las embarazadas
entre 24-28 semanas de gestacion que no se saben diabéticas. Este procedimiento no requiere
ayuno. Si los niveles de glucemia son = 140 mg/dl se debe proceder a realizar un segundo paso,
gue consiste en una PTOG con 100 gr de glucosa (en 400 ml de agua), en condiciones basales

El diagndstico de DMG se hace si los valores de glucemia son > en al menos dos de las

siguientes cuatro posibilidades.

*Sin Ayuno

*Medir glucemia
ala hora
*Glucemia z 140
mg/dl continua
paso 2

1 Paso

50 gramosde
Glucosa

2 paso

100 Gramos de
Glucosa

*Condicion Basal
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Carpenter/Coustan ~ or NDDG
Fasting  95mg/dL (5.3 mmol/L) 105mg/dL (5.8 mmol/L)

1h  180md/dL(10.0mmoll)  190mg/dL (10.6 mmol/L)

2h  155mo/dL (8.6 mmol/L) 165mg/dL (9.2 mmol/L)
3h - 140mg/dL (7.8 mmol/L) 145mg/dL (8.0 mmol/L)

En la actualidad, existe un intenso debate sobre los Criterios Diagndsticos de la DG,
siendo los mas utilizados:

e DG si su valor es > 140 mg/dl a las 2 hs post carga de solucidon glucosada.
(Recomendado por la OMS y por NICE)

e DG i al menos uno de los valores de la determinacién de glucemia basal, 12 y 22 hora
es 2 alo normal.

Hay controversia con respecto al uso de HbA1c para el diagndstico de DG, es decir no es una
alternativa util que reemplace a la PTOG, porque el aumento de esta podria tener mas
relacion con el aumento de HbAlc que se presenta en pacientes con anemia que debidos a
hiperglucemias. Por lo tanto, no se recomienda utilizar esta ultima para diagnostico durante el

embarazo (ALAD 2016)

RECLASIFICACION Y MONITOREO ULTERIOR

Todas las pacientes que fueron diagnosticadas con Diabetes durante el embarazo, deberan
ser monitoreada a los 45 dias (6 semanas post parto) del nacimiento, con la determinacién de
Glucemia en Ayunas, y en aquellas pacientes con resultados con valores normales durante el

puerperio se recomienda realizar una PTOG segun la metodologia de la OMS Ver aigoritmo de
reclasificacion Fig.5

Los resultados de esta prueba PTOG nos permitirdn determinar las siguientes posibilidades
diagndsticas en la paciente:

e Diabetes Mellitus: Glucemia a 2 h post carga de solucién glucosada = 200 mg/dl
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e Tolerancia Alterada de la Glucosa: Glucemia a 2 h post-carga de solucion glucosada

140-199 mg/dI

e Paciente Normal: glucemia 2 h post-carga < 140 mg/dl. Estas son las pacientes
categorizadas con DG, las que deben ser controladas durante toda la vida para

detectar el desarrollo de DM o prediabetes al menos cada 3 afos

rig. N5 Algoritmo de Reclasificacion y monitoreo ulterior del metabolismo Hidrocarbonado

Raoclesiicacian y monilono uberior dol metabolimo hidnocanonado
Glumemias pospara img'd

[4B=TZ ]}
' } }
| = 110 2N ayuras 110=125 &n ayunas | Izaé:vjunq,-uralaﬂ.r
l 0O MEFOr 8N ayuras
Piotaboksmo oo guscsa aberada
Formal \ {ghacomia en ayunas alesada)
¥ comana pospario
POTG=2s (gluemia mgidl)

1 l | —— I

= 120 140155 200 0 maryor
Molabolksma de gucsa akerada
Pa— [inkezancia a ka guoosa aberada)
Después da 2 h o glucemia
n ayunas janual)

(Adaptado de las guias NICE, 2015).
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PRUEBAS DE DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

Una vez diagnosticada la DM, es importarte clasificar el tipo de entidad, debido a las
implicaciones clinicas, prondsticas y terapéuticas, y el riesgo de desarrollar la enfermedad
para los familiares directos del paciente.

EL Diagndstico diferencial entre DMT1 y DMT2 no se fundamenta en el dosaje de
insulinemia, sino que se realiza teniendo en cuenta la presentacién clinica, epidemiologia,
evolucidon de la enfermedad, pero es relevante conocer los pardmetros bioquimicos que
pueden ser utiles en determinadas circunstancias colaborando en el diagndstico diferencial,

los cuales se detallan y se describen a continuacién:

PARAMETROS DE LABORATORIO:
Determinacion del antigeno leucocitario humano (HLA).
Anticuerpos:
= Anticuerpos anti-descarboxilasa del acido glutdémico 65 (GAD-65 o GADA).
= Anticuerpos anti-células de los islotes pancreaticos (ICA).
= Anticuerpos contra el antigeno asociado al insulinoma (Antitirosinafosfatasa, I1A-2A)
= Anticuerpos anti-Insulina/ proinsulina (IAA).
= Anticuerpos Zn T8: Anticuerpos Antitransportador de zinc.

Insulina y Péptido C.

ANTICUERPOS (ACS): Aparecen en el inicio de la patogenia, por tanto, son de gran utilidad
como marcadores precoces de la enfermedad y pueden ser utilizados en programas de
screening de la poblacidn general con el objetivo de identificar los individuos con mayor riesgo
de padecerla. Sin embargo, la OMS no aconseja la medicion de manera regular de
autoanticuerpos especificos ni de péptido C para testear DMT1, pero si para ayudar a

diferenciar la DMT1 de la DMT2.

ANTICUERPOS ANTI GAD (GADA): La enzima descarboxilasa de acido glutamico sintetiza el
neurotransmisor inhibitorio GABA (dcido gamma-aminobutirico) a partir del acido glutdamico.
Tiene 2 isoformas: GAD 65 presente en SNCy pancreas y GAD 67 en SNC

Metodologia: estos anticuerpos se pueden dosar por RBA (ensayo de unién por radioligando)
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Los resultados se obtienen con un suero patrén de referencia y las unidades de expresién se
informan como INR (indice numérico relativo) GAD INDEX.

También se realiza IFl convencional utilizando como sustrato células de pancreas fresco de
hamster transfectadas con gen de la GAD 65 humana. Esta metodologia presenta mayor
sensibilidad (positividad) en aquellos pacientes con resultados negativos por RBA.

Otros: RIA (Radio inmunoanalisis). Valor de Referencia: 0-1 U /ml; ELISA

Utilidad: Tienen un cardcter predictivo ya que constituyen los marcadores mds precoces de la
DMT1, detectdndose entre 8 a 10 afos previos al inicio de la enfermedad. No varia con la
edad de los debutantes, ni decae mucho con el tiempo. La prevalencia de GAD en pacientes
debutantes es del 70 al 80 %, siendo asi los mas empleados para el cribado inicial. Como estos
anticuerpos pueden aparecer en otros desérdenes autoinmunes enddcrinos, es conveniente
asociarlos con otras determinaciones para utilizarlos como marcadores de DMT1. Solamente
un 1% de los individuos sanos exhiben valores positivos.

Se usa para diagndstico de DMT1 y LADA en etapas tempranas y en el diagndstico diferencial
entre la LADA y la DMT2, en adolescentes, sobre todo.

Si se combina la deteccidn simultanea de éste con ICA y/o IAA, la sensibilidad alcanza valores

superiores al 90%.

ANTICUERPOS ANTI-ISLOTE (ICA): Estos Acs reaccionan contra el citoplasma de todas las
células del islote por lo tanto la especificidad es baja debido a la gran cantidad de
determinantes antigénicos en la muestra de tejidos y a la naturaleza subjetiva de la
metodologia de IFl. La clonacién de autoAcs especificos ha hecho posible el desarrollo de
técnicas de deteccion de cada uno de ellos a través de RIA.
Metodologia: Su deteccidn se lleva a cabo por Inmunofijacién Indirecta (IFl) a través de cortes
de pancreas humanos frescos de grupo sanguineo “0”. Las unidades son UJDF (Unidades de
las Juvenile Diabetes Foundation).
Valor de referencia: cualitativo: negativo o positivo

Cuantitativo: menor a 10 UJDF
Existen métodos alternativos recombinantes y automatizables con mayor especificidad, que
los han ido reemplazando.
Utilidad: Los ICA son marcadores precoces de DMT1 y preceden en aiios a la aparicion de los

sintomas clinicos y luego de instalada la enfermedad desaparecen paulatinamente. Se
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presentan en el 70-80% de los casos de diabetes de novo y prediabetes. Solo estaria indicada
su realizacién en casos de prediabetes con negatividad de los otros anticuerpos, y para

diagndstico diferencial entre LADA y DMT2.

ANTICUERPOS ANTI-INSULINA (IAA O IA): Pueden tratarse de autoAcs IAA (se detectan antes
de administrar Insulina exégena) o haloacos, IA (que aparecen post tratamiento con Insulinas
incluso de alta calidad y pureza) y son indistinguibles metodolégicamente entre si. Por este
motivo, una vez iniciada la terapéutica no deberian solicitarse.

Metodologia: La metodologia de referencia es RBA. La expresion final de los resultados se
expresa en union porcentual de la radioactividad, ligado especificamente por los anticuerpos.
Se recomienda informar no solamente los titulos sino también las subclases de
Inmunoglobulinas IgG y el epitope de Insulina involucrados.

Utilidad: Este marcador se correlaciona inversamente con la edad, por lo tanto, muestran
mayor prevalencia entre los pacientes que debutan a edades mas tempranas, entre 5 a 10
afios. Se han detectado IAA en aproximadamente un 40 a 50 % al debut de pacientes con DM
T1. Usualmente, estos autoanticuerpos estdn presentes en la persona con LADA. Por lo tanto,
se puede utilizar para el diagndstico diferencial entre la LADA y la DMT2. Su estudio es util en
la falta de respuesta terapéutica al tratamiento con insulina. La deteccidn de ambos
marcadores (ICA e IAA) predice la insulinopenia con el subsiguiente desarrollo de DMT1 de

manera mas confiable que cada uno por separado.

ANTICUERPOS CONTRA EL ANTIGENO ASOCIADO AL INSULINOMA/
(ANTITIROSINAFOSFATASA, 1A2 O IA-2A) Y SU FRAGMENTO RELACIONADO (ICA512)

Dentro de los Acs anti-islote de Langerhans —ICA- se encuentran los autoanticuerpos dirigidos
contra la tirosin fosfatasa 2 que es una proteina transmembrana que se expresa en los
granulos secretorios de las células beta y en células neuroendocrinas. Estos Acs se denominan
IA2 y su polipéptido clivado ICA 512.

Metodologia: Para la deteccién de anticuerpos IA2A también se utiliza RBA, agregando un
sistema que codifica para la proteina tirosin fosfatasa IA-2 completa o para el dominio
intracelular como el ICA 512.

Valores de referencia:
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RBA: Negativo: < 1

Positivo: > 1
Otra metodologia utilizada es RIA.
Valores de referencia: < 10 U /ml.
Utilidad: son los principales autoantigenos en la DMT1; el 60 — 70% de personas con DMT1 de
diagndstico reciente demuestran autoanticuerpos contra el IA-2, aunque éstos desaparecen
con el tiempo. La sensibilidad y la capacidad predictiva aumenta si se los dosa en combinacién
con otros anticuerpos y su presencia se asocia a una progresion mas rapida hacia el inicio de
los sintomas clinicos de la enfermedad; generalmente es uno de los ultimos AutoAcs en
aparecer en la fase pre-clinica.
La utilizacién de estos marcadores de mayor prevalencia para la deteccién precoz de la
enfermedad presenta una sensibilidad combinada superior al 90% y un Valor Predictivo
Positivo (VPP) del 100% para que exista manifestacién clinica de la enfermedad en los 5 anos
posteriores de su deteccidn. El ICA512 tiene un alto valor predictivo positivo, pero baja
sensibilidad.

El IA 2A también se asocia a la DM autoinmune del adulto (LADA).

ANTICUERPOS ANTI ZN-T8: El ZnT8 participa en el transporte de Zn++ desde el citoplasma
hacia el interior del granulo de secrecion de insulina. La presencia del catidén es esencial para
el almacenamiento de la insulina, y para la secrecién de la hormona frente al estimulo de
glucosa.

Utilidad: En los diabéticos este transportador presenta un polimorfismo en el residuo 325
(Arg/Trp) formando los autoAcs especificos de las células Beta.

Aunque no son de uso rutinario, su presencia se correlaciona con un incremento en la
posibilidad de padecer DM1, con menos tiempo de evolucion. La realizacion de estos
marcadores es de gran interés en poblacién no caucdsica (fundamentalmente raza negra) en
la que los Acs AntiGAD-65 se ha demostrado que muchas veces son negativos. En contraste
con otros Acs, los anti-ZnT8 no parecen estar asociados con el antigeno leucocitario humano
(HLA) de clase Il y, por lo tanto, podrian ser de especial valor en las personas con bajo riesgo
genético. Ademas, a diferencia de lo que ocurre con GAD e IA-2, ZnT8 es un antigeno
especifico de célula beta por lo que la deteccion de ZnT8 pone en evidencia un dafio de dichas

células. Se usan como marcador adicional a GADA y IA2.
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Metodologia: se realiza mediante el ensayo de unién de radioligando, utilizando distintas
variantes antigénicas: ZnT8-Arg325, ZnT8-Trp325, ZnT8-Arg-Trp325, ZnT8-Arg-Arg325 y ZnT8-
Trp-Trp325.
El estudio conjunto de GADA+IA-2A+anti Zn T8, posee una sensibilidad del 98 %
En resumen: Actualmente, la combinacién de anticuerpos GAD e IA 2A en pacientes adultos es
la mas utilizada, ya que permite detectar entre el 93 y 100% de diabéticos tipo 1.
Se sabe que alrededor del 90% de los nifios con diagndstico reciente de DMT1 poseen
autoanticuerpos positivos para IAA, GADA, o IA-2A. Con la determinacion de ZnT8 el
porcentaje se incrementa aproximadamente al 96%, disminuyendo el numero de casos de la
denominada DM tipo 1B o idiopatica.
La determinacion de Anti-IAA es mas util en nifios pequefios y en la falta de respuesta
terapéutica al tratamiento con insulina. En pacientes pediatricos menores de 5 afios la
determinacion de estos presenta una prevalencia del 90%, y es inversamente proporcional a
la edad, raramente se detectan en adultos.
La determinacion de ICA solo se realizard cuando la sospecha de DMT1 sea muy elevada y los
otros marcadores sean negativos.
Los autoanticuerpos para IA-2A a menudo disminuyen después del diagndstico y los anti-GAD
tienden a persistir mayormente en el tiempo.
Una vez establecido el diagndstico, la monitorizacion de la enfermedad mediante marcadores
no es necesaria, ya que segun avanza la enfermedad se destruyen los antigenos y los acs
acaban negativizandose.
La busqueda de los Acs puede utilizarse en:

= Diagndstico diferencial entre DMT1y DMT2

= DMT2y LADA.

= Diagnéstico precoz de Familiares de 1ler grado de diabéticos

insulinodependientes: Considerando que las manifestaciones clinicas aparecen
en etapas avanzadas de la enfermedad cuando ya existe una destruccidon de

mas del 90 %de las células B.
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INSULINA

Metodologia: ELISA, CLIA y RIA.

Valores de referencia: RIA: 70-174 pmol/L 10-25 pU/mL y Quimioluminiscencia 2-15 uUl/ml
Utilidad e Interpretacion clinica: en la mayoria de los casos el Diagndstico diferencial entre
DMT1 y DMT2 no se fundamenta en el dosaje de insulinemia, sino que se realiza teniendo en
cuenta la presentacién clinica, epidemiologia y evolucidon de la enfermedad. La determinacién
es util para diagndstico diferencial de hipoglucemias debido a neoplasia de las células B de
los islotes pancreaticos (insulinoma) o a utilizacion excesiva de hipoglucemiantes, por
ejemplo. Otra situacion es la evaluacidon de la resistencia insulinica en algunos pacientes con
sindrome del ovario poliquistico, sindrome metabdlico y trastornos relacionados con la
hipdfisis o las glandulas suprarrenales, en cuyo caso puede dosarse en conjunto glucemias e
insulinemias basales y a las 120 min post carga de glucosa (PTOG).

La concentracion de insulina puede estar aumentada también en embarazo, fiebre, ingestién

de etanol, obesidad, edad avanzada, tabaquismo.

PEPTIDOC

Metodologia: EIA
Valores de referencia:

e Manual Tietz (1990) 0,26-0,62 nmol/L (0,78-1,89 ug/L)

Utilidad e Interpretacion clinica: Es un mejor indicador del funcionamiento del pancreas
porque tiene mayor vida media en sangre que la insulina. En general es util para evaluar la
capacidad residual de secrecidon del pancreas en pacientes con DM tratados con Insulina
exodgena, y para diferenciar las hipoglucemias causadas por administracidon en exceso de esta
de los insulinomas. Al igual que insulina no se utiliza mucho en diagndstico diferencial entre
DMT1 y DMT2. Su concentracién puede estar disminuida por el ejercicio fisico, obesidad y

aumentada en edad avanzada, enfermedad renal, resistencia a la insulina.
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ANEXO: Modelo de Informes

LABORATORIO
NOMBRE: FECHA
ORDEN N°:
DNI:
FECHA DE NACIMIENTO:
MEDICO SOLICITANTE:

Prueba de Tolerancia Oral a la glucosa (PTOG)
Carga de glucosa 75 gr
Método:

Valor Hallado Valor de referencia

Glucemia basal

Glucemiaalas 2 hs

Firma y sello del Bioquimico
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GLOSARIO

ADA: Asociacion Americana de Diabetes

ALAD: Asociacion Latinoamericana de Diabetes

SAD: Sociedad Argentina de Diabetes

IDF: Federacion Internacional de Diabetes

EASD: Asociacidn Europea para el Estudio de la Diabetes

GTDE: Grupo de Trabajo de Diabetes y Embarazo

EDTA: Acido Etilendiaminotetraacético

HbA1lc: Hemoglobina Glucosilada o Glicosilada

HPLC: Cromatografia Liquida de Alta Eficacia

HTA: Hipertension Arterial

IECA: Inhibidores de ECA

IDF: Federacion Internacional de Diabetes

IFCC: Federacidén Internacional de Bioquimica Clinica y Laboratorio en Medicina
NGSP: National Glycohemoglobin Standarization Program/Programa Nacional de Estandarizacion de la
Glicohemoglobina

NKDEP: Programa Nacional de Educacién en Enfermedad Renal

PTOG: Prueba de Tolerancia Oral a la Glucosa

OMS: Organizacién Mundial de la Salud

NICE: National Institute For Health and Clinical Excellence

UNaM- FCEQyN. Carrera de Bioquimica. Cdatedra Bioquimica Clinica Il

80



	PORTADA
	I. PROTEÍNAS PLASMÁTICAS
	INTRODUCCIÓN
	LABORATORIO
	ETAPA PREANALÍTICA
	ETAPA ANALÍTICA
	I. PROTEINEMIA
	II. ALBUMINEMIA
	III. PROTEINOGRAMA: SEPARACIÓN Y ANÁLISIS DE PROTEÍNAS POR ELECTROFORESIS
	IV. IDENTIFICACIÓN DE INMUNOGLOBULINAS
	V. CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS
	ETAPA POST ANALITICA
	INTERPRETACIÓN DE RESULTADOS
	MODELO DE PROTOCOLO DE INFORME
	ANEXO
	BIBLIOGRAFIA

	II. LABORATORIO DEL METABOLISMODE LOS HIDRATOS DE CARBONO
	INTRODUCCIÓN
	LABORATORIO
	ETAPA PRE ANALÍTICA
	ETAPA ANALÍTICA
	ETAPA POST ANALÍTICA
	EL LABORATORIO en el CONTROL y SEGUIMIENTO de PACIENTES con DIABETES
	1. CONTROL DEL METABOLISMO DE LOS HC
	2. CONTROL DEL METABOLISMO DE LOS LÍPIDOS
	3. CONTROL DE LA FUNCIÓN RENAL
	DETECCIÓN DE DM GESTACIONAL (DG) y PRE GESTACIONAL (DPG)
	CRITERIOS DIAGNÓSTICOS DG
	RECLASIFICACIÓN Y MONITOREO ULTERIOR
	PRUEBAS DE DIAGNOSTICO DIFERENCIAL




