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7 sto puede causar cierta con-
fusién tanto para el profesio-
7 nal del laboratorio como para
el médico, que pueden tener dificulta-
des en la interpretacion de estos perfi-
les y cuestionar la validez del resulta-
do. Esto se suma a que muchos profe-
sionales atin tienen dificultades en so-
licitar o sugerir los marcadores més indi-
cados para el diagnéstico de hepatitis B.
Es conveniente por esto, revisar algu-
nos aspectos de la infeccién por el vi-
rus de la hepatitis B. El HBV es un vi-
rus a DNA hepatotrépico, transmitido
principalmente por la sangre y deriva-
dos, liquidos seminal, vaginal y saliva.
Luego de la infeccidn, el periodo de
incubacién puede variar de 45 a 180
dias. La sintomatologia es mas pronun-
ciada con la edad del paciente, tenien-
do més frecuencia la hepatitis aguda en
adultos, con aproximadamente 0,5 a
1% de casos fulminantes. En nifios
menores de 5 afios, s6lo un 10% pre-
sentardn sintomatologfa. Este es uno de
los aspectos m4s importantes de la in-
feccion, dado que entre el 30 y el 90%
de los nifios infectados por HBV pue-
den desarrollar hepatitis crénica. Esto

puede evolucionar de forma asintoma-
tica o subclinica, poniéndose de mani-
fiesto afios mas tarde con el desarrollo
de cirrosis y adenocarcinoma hepético.
El adenocarcinoma se manifiesta en
alrededor del 50% de los individuos con
hepatitis crénica. Por otra parte, de los
individuos adultos infectados por HBV,
s6lo un 2 a 10% evolucionan hacia la
hepatitis crénica.

Perfiles serolégicos
tipicos de la hepatitis B

Normalmente, en una situacién de in-
feccién aguda, dentro de los 30 a 45
dfas posteriores a la exposicion al vi-
rus, comienza a detectarse en circula-
cién el antigeno de superficie HBsAg.
Esta aparicién ocurre previamente a la
elevacion de las transaminasas y per-
manece detectable alrededor de 4 me-
ses. Otro método que puede utilizarse
en los comienzos de la infeccién es la
deteccién del antigeno “core” HBcAg
con anticuerpos monoclonales que re-
duce el perfodo de ventana a alrede-
dor de 14 dfas, asi como los métodos
de deteccién de DNA viral que lo re-

Los métodos seroldgicos para el
diagnoéstico de hepatitis B
causada por el virus HBV se
encuentran bien difundidos en
la rutina del laboratorio, estando
los profesionales, habituados a
sus caracteristicas y desempeno.
No obstante, a pesar de la
confiabilidad de los métodos,
con 6ptimos valores predictivos
positivo y negativo, algunas
muestras presentan perfiles de
reactividad fuera de los patrones

tipicos hallados en la literatura.

ducen a 7 dias. Luego aparecen los an-
ticuerpos anti-HBc. El primer anti-
cuerpo detectable es anti-HBc de tipo
IgM que permanece aproximadamen-
te 4 meses. Luego aparecen los anti-
cuerpos anti-HBc de tipo IgG que tien-
den a permanecer a lo largo de toda la
vida del individuo. En esta fase inicial
aparece el HbeAg (antigeno de
“envelope”), inmediatamente el
HBsAg, seguido de la sintomatologfa.
El HBeAg es un marcador de
replicacién viral. Con la evolucién de
la infeccién, los niveles de HBeAg co-
mienzan a disminuir con el surgimien-
to de los anticuerpos anti-HBe, indica-
dores de buen prondstico. Los anticuer-
pos anti-HBs son los indicadores de
inmunidad y aparecen a la semana o
hasta dos meses y medio después de la
aparicién del HBsAg, permaneciendo
detectables por afios o décadas.

En una situacién de evolucién hacia la
cronicidad, el HBsAg y en seguida el
HBeAg aparecen y permanecen detec-
tables por afios. Luego surgen los anti-
cuerpos anti-HBc, inicialmente IgM e

inmediatamente los de clase IgG. Los
niveles de HBeAg y de HBsAg dismi-
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nuiran sélo en caso de resolucién de la
infeccién, normalmente luego del tra-
tamiento antiviral, con la aparicién de
los anticuerpos anti-HBe. Sin embar-
g0, no son raros los casos de resolucién
de la infeccién crénica en que no se
detectan anticuerpos anti-HBs.

Por esto, inicialmente no es necesaria
la investigacién de todos estos marca-
dores para el diagnéstico de la infec-
cién. Un perfil econémicamente
criterioso, ademas de los marcadores de
hepatitis Ay C (anti-HAV total y anti-
HCV total), puede incluir simplemen-
te HBsAg y anti-HBc total. En caso de
ser negativos ambos marcadores, prac-
ticamente se descarta la infeccién por
HBV. En caso de ser positivos ambos
marcadores, un resultado positivo de
anti-HBc IgM indicar4 infeccién agu-
da y un resultado negativo, infeccién
crénica. A partir de aqui, un perfil con
HBeAg negativo y anti-HBe positivo
es indicador de buen prondstico cuya
evolucién puede ser monitoreada por
la aparicién de anticuerpos anti-HBs.
Por otro lado, un perfil con HBeAg
positivo e anti-HBe negativo indica
replicacién viral que puede ser
monitoreada con la determinacién de
carga viral por métodos de biologia
molecular. Sin embargo, se puede ob-
servar inicialmente un perfil con
HBsAg positivo y anti-HBc negativo
normalmente debido a un periodo de
ventana. La repeticién del ensayo den-
tro de dos semanas, debe mostrar apa-
ricién de anticuerpos anti-HBc. Por
otro lado, un resultado con HBsAg
negativo y anti-HBc positivo es indi-
cativo de un perfodo de ventana o una
infeccién pasada. En este caso, normal-
mente un resultado con anti-HBs po-
sitivo indica inmunidad debida a una
infeccién pasada y anti-HBs negativo
es indicativo de un perfodo de ventana
que puede ser monitoreado también
con la presencia de otros marcadores
de infeccién, como HBeAg y anti-HBe.

Perfiles atipicos: iqué hacer?

No todos los individuos evolucionan de
la manera citada. Excluyendo las situa-
ciones de reacciones cruzadas y resul-

tados falso-negativos inherentes a los
métodos de inmunodiagndstico, suelen
aparecer en la rutina del laboratorio,
algunos resultados atipicos que no se
correlacionan con los anteriormente
descriptos. Dentro de éstos se destacan
principalmente:

i) las situaciones causadas por virus con
mutaciones en la secuencia que codifi-
ca el HBsAg,

i) las diferentes situaciones donde sélo
se encuentra el anticuerpo anti-HBc
aisladamente, y

iii) las situaciones causadas por virus
que presentan mutaciones en el
HBeAg.

Una de las mutaciones mas importan-
tes que puede aparecer en el genoma
del HBV es la que ocurre en la llamada
“mutante a”, que presenta una sustitu-
cién en el aminoacido 145 del HBsAg.
Esta mutacién provoca una alteracién
en la estructura del antigeno de forma
que no es detectado con los métodos
actuales que utilizan anticuerpos mo-
noclonales. Esta puede ser una de las
principales causas de los perfiles sero-
l6gicos atipicos de pacientes que, estan-
do infectados por el HBV, presentan
positividad para HBeAg con la apari-
cién subsecuente de anticuerpos anti-
HBe y anti-HBc, pero tienen niveles no
detectables de HBsAg asi como de anti-
HBs. Los anticuerpos responsables de
la respuesta inmune contra la “mutante
a” tampoco son detectados por los mé-
todos serolégicos que utilizan el HBsAg
salvaje para capturar los anticuerpos
eventualmente presentes en el suero.
Para confirmar el diagnéstico, el médi-
co puede solicitar una prueba de de-
teccion del DNA del virus. Cabe des-
tacar que la vacuna contra la hepatitis
B no protege contra esta mutante. Se
estima que esta variedad puede llegar
a superar a la cepa salvaje en aproxi-
madamente 4 a 5 generaciones (90-100
afios) en caso de no ser introducida en
la vacuna. En la actualidad se estan
realizando investigaciones sobre el
tema, incluso para el desarrollo de kits
capaces de detectar el HBsAg mutado.
Cerca de 10 a 40% de los individuos
con anti-HBc aislado presentan la “mu-
tante a” en titulos bajos. Como se pue-

de notar, el resto de los casos no pue-
den ser explicados solamente por la pre-
sencia de la mutante. Los pacientes con
HBsAg no detectable y que también
tienen DNA viral positivo, pueden pre-
sentar:

a) solamente anti-HBc positivo,

b) anti-HBc y anti-HBs positivos,

c) solamente anti-HBs positivo, o

d) ningtin marcador de infeccién viral.
Estos individuos normalmente tienen
niveles muy bajos de DNA viral. Ade-
mas de la presencia de la “mutante a”,
una de las explicaciones para la no de-
tecciéon del HBsAg es una baja
replicacién viral del virus salvaje, con
la presencia o no de anti-HBs. Existen
relatos de cepas de HBV con mutacio-
nes en el gen de la polimerasa, lo que
resulta en una baja replicacién del vi-
rus. Ademas de esto, cepas con muta-
ciones en la regién promotora del
HBsAg presentan una produccién muy
baja del antigeno. Otra hipétesis sos-
tenida por algunos autores es la exis-
tencia de un equilibrio del virus con el
sistema inmune, que dificulta la persis-
tencia de marcadores seroldgicos a ni-
veles detectables. Otras situaciones
donde solamente se encuentra el anti-
HBc aislado, son los perfodos de ven-
tana y los casos de infeccién resuelta
hace décadas, donde los niveles de anti-
HBs ya disminuyeron significativamen-
te. Clinicamente, los pacientes que pre-
sentan anti-HBc aislado son general-
mente asintométicos y tienen niveles
normales de transaminasas con buen
pronéstico. No obstante, deben ser con-
siderados potencialmente infecciosos y
muchos son incluso infectados con HIV
o HCV. La propia situacién de co-in-
feccién puede resultar en la disminu-
cién de la replicacién del HBV dando
niveles no detectables de HBsAg. En
caso de que estos pacientes presenten
DNA de HBV positivo y niveles de
transaminasas normales, se recomien-
da repetir los ensayos cada 5 afios. En
el caso de DNA de HBV positivo y nive-
les de transaminasas alterados, se reco-
mienda biopsia para confirmar el proce-
so inflamatorio y tratamiento antiviral.
Finalmente, otra situacién que puede
generar perfiles atipicos en el laborato-
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rio, son las causadas por virus que tie-
nen mutaciones en la regién del core y
pre-core que codifican el HBeAg. Este
antigeno es importante para el desatro-
llo de la respuesta inmune del indivi-
duo y la presencia de los anticuerpos
anti-HBe es indicativo de buen pronds-
tico. Sin embargo, pueden ocurrir ca-
sos en que se observa la replicacién del
DNA viral, con un perfil que sugiere
progresion hacia la hepatitis crénica
atn en presencia de anti-HBe. Estas
mutantes HBeAg (-) pueden encon-
trarse tanto en pacientes cronicos
sintomAticos como en asintomaticos.
En estos casos se recomienda pruebas
de DNA o biopsia para confirmar el
diagnéstico.

Conclusion

Como se vio, a pesar de que los méto-
dos seroldgicos para hepatitis B han
estado bien difundidos desde hace ya
tiempo en la rutina del laboratorio pre-
sentando un excelente desempefio
diagnéstico, algunas situaciones atn
pueden sorprender al médico y al pro-
pio profesional del laboratorio, pudien-
do conducir a un cuestionamiento de
los resultados por falta de informacién.
Cuando se encuentra con alguna situa-
cién de este tipo, debe tenerse en mente
la posibilidad de estar frente a una
“mutante a”, de un virus con mutacién
en la polimerasa o no promotor del
HBsAg. Ademés debe recordarse tam-
bién la posibilidad de un equilibrio con
el sistema inmune o resolucién de una
infeccién pasada en los casos donde no
se encuentran los marcadores serolégi-
cos de infeccién viral pero se obtiene
resultado positivo del DNA de HBV.
Las mutantes HBeAg (-) pueden tam-
bién crear confusién en la interpreta-
cién de los resultados. La buena comu-
nicacién entre el laboratorio y el médi-
co es la mejor manera de resolver las
incognitas que pueden surgir en estos
casos. Finalmente, las ciencias de la
salud, como ciencias del 4rea biolégi-
ca, no siempre obedecen a reglas ma-
temaAticas, ni las enfermedades a las
reglas estadisticas.

Neglveelvod]

DIABETES MELLITUS:

DIAGNOSTICO
Y SEGUIMIENTO

Extracto de:
World Health Organization
Laboratory Diagnosis and Monitoring of Diabetes Mellitus, 2002

% e conoce como diabetes me-
/ llitus a un grupo de entida-
7 des clinicas caracterizadas
por un alto nivel de glucosa en sangre
(hiperglicemia) resultante de defectos
en la secrecién de insulina, en la ac-
ci6n de la insulina o ambas. La diabe-
tes mellitus no es una entidad patogé-
nica sino un grupo de defectos meta-
bélicos de distinta etiologfa. Los sinto-
mas comunes de la diabetes son el le-
targo causado por la marcada hipergli-
cemia, poliuria, polidipsia, pérdida de
peso, trastornos de visién y susceptibi-
lidad a ciertas infecciones. La hipergli-
cemia severa puede conducir a sindro-
me hiperosmolar y la deficiencia de in-
sulina a una cetoacidosis riesgosa para
la vida. La hiperglicemia crénica causa
dafio a largo plazo, disfuncién y falla
en células de diversos tejidos y 6rga-
nos.
Las complicaciones de la diabetes a lar-
go plazo son: macroangiopatia (enfer-
medad cardfaca isquémica, infarto, en-
fermedad vascular periférica), microan-
giopatfa (retinopatfa , nefropatia), ca-
taratas, pie de diabético, corazén de
diabético.

Clastficacion de
la diabetes mellitus

Existen diversos sistemas de clasifica-
ciones establecidos para la diabetes
mellitus. El sistema que actualmente
maneja la Organizacién Mundial de la
Salud se basa en la etiologfa de la en-
fermedad.

Diabetes tipo 1

Anteriormente llamada diabetes
infanto-juvenil o diabetes insulino-de-
pendiente. Se caracteriza por una des-
truccién autoinmune de las células B
del pancreas.

Se manifiesta principalmente en la in-
fancia y la adolescencia pero puede
ocurrir a cualquier edad.

Se asocia fuertemente con la herencia
y se caracteriza par una permanente
insulinopenia con propensién a la ce-
toacidosis.

En el laboratorio se encuentra hiper-
glicemia, cetonuria, niveles bajos o in-
detectables de insulina sérica y pépti-

do C.

Diabetes tipo 2

Anteriormente diabetes no insulino-
dependiente. Se debe a una insensibi-
lidad a la insulina combinada con una
falla en su secrecién. El organismo in-
tenta compensar la insensibilidad con
una hipersecrecién, resultando en una
deficiencia relativa de insulina. Existe
una fuerte predisposicién genética. La
diabetes tipo 2 es més comin en indi-
viduos con historia familiar de esta en-
fermedad, en individuos con hiperten-
si6n o dislipidemia, y se ve favorecida
por la obesidad, la actividad fisica re-
ducida y la pertenencia a ciertos gru-
pos étnicos.

Las caracteristicas de la diabetes tipo 1
y 2 se muestran en la siguiente tabla:

:



-

Wiener

§ Diabetes mellitus: diagnéstico y
seguimiento

Caracteristicas

Diabetes tipo 1

Diabetes tipo 2

Edad probable de la enfermedad
Predisposicion genética
Anticuerpos contra células B
Estado fisico

Caracteristica metabdlica
predominante

Terapia con insulina

Terapia con drogas
secretoras de insulina

< 35 afios > 35 afios
baja alta
si (90-95%) no
normal / delgado obeso

deficiencia en insulina
responde

no responde

sindrome metabélico con
insensibilidad a la insulina

requiere altas dosis

responde

Diabetes mellitus gestacional

Todas las embarazadas deberfan ser con-
troladas respecto a su riesgo de desarro-
llar diabetes en el embarazo ya que pro-
duce complicaciones tales como altera-
cién en la duracién del embarazo, falla
en la placenta, hipertensién/preeclamp-
sia, recién nacidos de alto peso.

Laboratorio

El laboratorio tiene un rol esencial en el
diagnéstico y manejo de la diabetes
mellitus. Los indicadores de laboratorio
mas comunes para el estudio de esta en-
fermedad se describen a continuacién:

Determinacién de glucosa

Es el indicador més sencillo del meta-
bolismo adecuado de los carbohidratos.
Sin embargo, la glucosa se metaboliza
rapidamente. Por este motivo, la con-
centracion refleja el estado inmediato
del metabolismo y no permite hacer una
evaluacién retrospectiva del manejo
que el organismo hace de la glucosa.
Puede medirse en sangre, plasma, sue-
1o, orina, liquido cefalorraquideo, etc.

Prueba de tolerancia a la glucosa

Se trata de una prueba de estimulo,
para examinar la eficiencia del organis-
mo para metabolizar la glucosa. Puede
establecer una diferencia entre indivi-
duos con metabolismo de glucosa nor-
mal, individuos con una tolerancia de-
fectuosa a la glucosa y personas con
diabetes. La prueba de tolerancia a la
glucosa es més sensible que la glucosa
plasmatica en ayuno para el diagndsti-
co de diabetes. Sin embargo el diagnés-
tico no debe basarse tampoco en una
prueba tnica de sobrecarga de dos ho-
ras con resultado mayor a 11,1 mmol/l
(>2,00 g/l) sino que debe ser confirma-

do por la repeticién de la prueba en dias
subsiguientes. La prueba de tolerancia no
puede ser usada para monitoreo diario
de la glucosa. Su utilidad radica méas bien
en el diagnéstico de alteraciones en el
manejo de la glucosa (metabolismo alte-
rado o diabetes gestacional). Esta prue-
ba se ve afectada por stress metabélico
en diversas condiciones clinicas y tra-
tamientos como: cirugfa mayor, infarto
de miocardio, infecciones, sindrome de
malabsorcién, tratamientos con esteroi-
des, tiazidas, estrégenos, tiroxina, etc.

Proteinas glicosiladas

Las proteinas reaccionan espontinea-
mente en sangre con la glucosa para
formar derivados glicosilados. Esta re-
accién ocurre lentamente bajo condi-
ciones fisioldgicas y sin la intervencién
de enzimas. La magnitud de la glicosi-
lacién de las protefnas est4 regulada por
la concentracién de glucosa en sangre
y por el nimero de sitios amino reacti-
vos presentes en la protefna que estd
accesible para reaccionar con la gluco-
sa. Todas las protefnas con sitios reac-
tivos pueden ser glicosiladas y la con-
centracién, que puede ser medida en
sangre, es un indicador de las fluctua-
ciones que ha sufrido la glucosa san-
guinea durante un cierto perfodo. Des-
de el punto de vista del diagnéstico cli-
nico las proteinas glicosiladas con una
vida media conocida en sangre resul-
tan de gran interés ya que reflejan los
niveles de glucosa a los que el organis-
mo estuvo expuesto durante perfodos
més o menos prolongados.

Hemoblogina glicosilada

La vida media es de 90 a 120 dfas. Du-
rante este periodo se forma la hemoglo-
bina glicosilada A. Esta proteina glico-
silada tiene varias subfracciones de las
cuales la m4s 1til ha resultado la Alc,

que se utiliza como indicador retrospec-
tivo de la glucosa sanguinea promedio
de las 8 a 10 semanas anteriores.
Existe una variedad de sistemas comer-
ciales para determinacién de HbAlc,
la mayoria de los cuales utilizan méto-
dos cromatogréficos. También puede
ser determinada por métodos inmuno-
quimicos sin separarla de la hemoglo-
bina no glicosilada aunque puede lle-
var a una interferencia bioldgica en al-
gunas condiciones fisiolégicas.

Un problema analitico especial puede
ocurrir en presencia de hemoglobinas
anormales, con las que se obtienen valo-
res de HbAlc anormalmente altos. Re-
sultados falsamente bajos pueden obser-
varse en trastornos hematolégicos y dis-
funcién renal. Elevaciones espurias tam-
bién se han informado en hipertrigli-
ceridemia, hiperbilirrubinemia, abuso
de alcohol y tratamientos con aspirina.

Fructosamina

La albtimina es el componente princi-
pal de las proteinas plasméticas. Como
la albtimina contiene grupos amino li-
bres, también ocurre la reaccién no en-
zim4tica de unién a la glucosa. Por este
motivo, la albtimina glicosilada también
se utiliza como marcador para el moni-
toreo de la glucosa sanguinea. Provee
informacién retrospectiva de la gluco-
sa sanguinea promedio de 1 a 3 sema-
nas anteriores a la prueba.

Bajo condiciones alcalinas las protei-
nas glicosiladas (cetoaminas) reducen
el nitroblue tetrazolio (NBT) a forma-
zan. En el test de la fructosamina la
absorcién de formazdn a 530 nm es
medida fotométricamente y compara-
da con un Standard apropiado para
determinar la concentracién de pro-
tefna glicosilada en plasma, la mayor
parte de la cual es albtmina. El princi-
pio de la reaccién es el siguiente:

Cetoaminas — enaminoles + NBT —
formazan

La prueba puede verse afectada en al-
gunas condiciones clinicas que compro-
metan al higado o los rifiones. Habi-
tualmente se la utiliza como pardme-
tro de seguimiento ya que permite co-
nocer el estado de la glucosa promedio
entre una y tres semanas previas a la
toma de muestra.




