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Resumen La diabetes gestacional [DG) es una entidad que pone en riesgo la salud materna y fetal. Su pre-
valencia varia en funcién de la poblacién estudiada y del test de laboratorio utilizado, ya que no existe
consenso nacional ni internacional sobre este punto. En todos los casos, el diagndstico requiere de-
terminaciones de glucemia plasmatica en sangre venosa. Ha sido demostrado que el anticoagulante
habitualmente utilizado, EDTA-fluoruro, no logra detener el proceso de glucélisis anaerébica en las pri-
meras horas post-extraccién y que el citrato-fluoruro resulta un mejor inhibidor de la glucélisis. Esto
aporta una nueva fuente de variabilidad al diagnéstico. Los objetivos del presente estudio fueron: a)
comparar los resultados de glucosa plasmatica obtenidos con diferentes inhibidores (heparina y bafio
de hielo, EDTA-fluoruro y citrato-fluoruro) procesados en diferentes tiempos; b) evaluar si la utiliza-
cién de uno u otro inhibidor altera el diagndstico de DG. Se recolectaron 190 muestras de adultos (no
embarazadas) para efectuar la comparacién y 312 muestras correspondientes a 52 pacientes em-
barazadas para evaluar el diagndstico de DG con los distintos anticoagulantes siguiendo el protocolo
de IADPSG. Los resultados mostraron que el EDTA-fluoruro no mantiene constante la concentracion de
glucosa en el tiempo evaluado. El citrato-fluoruro logra una inhibicion de la glucélisis comparable al
tubo con heparina en bafio de agua-hielo (gold standard). En la poblacién de mujeres embarazadas, el
inhibidor citrato-fluoruro reveld una mayor sensibilidad para el diagnéstico de DG. Por lo tanto, resulta
imprescindible , estandarizar las pruebas y los valores de corte con este anticoagulante.

Palabras clave: diabetes gestacional, prueba de tolerancia oral a la glucosa, inhibidor de glucélisis
anaerdbica, citrato-fluoruro.

Abstract Gestational diabetes (GD] is a pathological condition that threatens the maternal and fetal health.
The prevalence depends on the population studied and the laboratory tests, as there is no national or
international consensus on this point. Venous blood plasma glucose assay is required for diagnosis
in all cases. EDTA-fluoride do not inhibit anaerobic glycolysis during the first two hours post blood-
withdrawal and citrate-fluoride is a more efficient glycolysis inhibitor. This provides a new source
of pre-analytical variability in the diagnosis. The aims of the present study were to: a) compare the
results obtained with different plasma glucose inhibitors (Heparin in ice-water bath, EDTA-fluoride and
citrate-fluoride) processed immediately and after 2 hours of incubation; b) assess whether the use of
EDTA-fluoride or citrate-fluoride modifies GD diagnosis. One hundred and ninety adult samples were
collected toreach objective “a” and 312 samples from 52 pregnant patients to assess the GD diagnosis
following the IADPSG protocol. Results showed that EDTA-fluoride do not inhibit glycolysis efficiently
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Introduccion

La American Diabetes Association propone diversos es-
tudios para el diagndstico de diabetes mellitus que involu-
cran mediciones de glucemia plasmatica y hemoglobina
glicosilada. Estas recomendaciones han alcanzado consen-
so internacional. No sucede lo mismo con el diagndstico de
diabetes gestacional (DG, en el que aun se discute la defi-
nicién y los criterios diagnésticos.

La DG es una entidad que pone en riesgo la salud mater-
na y fetal. Su presencia se asocia con riesgos perinatales:
macrosomia, distocia de hombros, cesarea y preeclamsia.
Se ha demostrado, también, su asociacién con riesgos futu-
ros, como obesidad y diabetes en el nifio y diabetes tipo Il en
la madre, anos después del embarazo. La prevalencia varia
de 1 a 14 % de los embarazos?, en funcién de la poblacién
estudiada y del test de laboratorio utilizado, ya que no exis-
te consenso nacional niinternacional sobre este punto. Los
criterios diagnésticos cominmente usados son: WHO 1999,
el que requiere una sobrecarga con 75 gramos de glucosa
y mediciones de glucemia basal y a las 2 horas®. American
Congress of Obstetricians and Gynecologists propone una
sobrecarga con 100g de glucosa y mediciones de glucemia
basal,alos 60,120 y 180 minutos3. Canadian Diabetes As-
sociation utiliza una sobrecarga con 75 gramos de glucosa
y mediciones basal, a los 60 y 120 minutos®. Internatio-
nal Association of Diabetes and Pregnancy Study Groups
(IADPSG) propone el mismo desafio que Canadian Diabetes
Association pero con valores de corte diferentes®. En todos
los casos, el diagnéstico requiere determinaciones de glu-
cemia plasmatica en sangre venosa.

Ha sido demostrado que el anticoagulante habitualmen-
te usado en los laboratorios clinicos, EDTA-FLORURO, no lo-
gra detener el proceso de glucélisis anaerdbica en las pri-
meras horas post-extraccion, ya que inhibe la Enolasa, una
de las Gltimas enzimas de la via glucolitica. Actualmente se
propone”® citrato-fluoruro como mejor inhibidor de la glucé-
lisis, porque actuaria sobre las enzimas Hexoquinasa y Fos-
fofructoquinasa-1, activas en el inicio de la ruta glucolitica.
Estas enzimas alcanzan un maximo de actividad a pH 8, no
observéndose actividad de las mismas a pH menor de 7. El
rol del aditivo Citrato/Acido Citirico es justamente disminuir
el pH por debajo de 7 para inhibir la actividad enzimatica”®.
Se ha reportado que con este inhibidor se logran resulta-
dos similares a los obtenidos cuando se extrae sangre con
heparina y se colocan los tubos en bafio de agua- hielo, se-
parandose los plasmas antes de las dos horas. Este Ultimo
método se considera gold standard, aunque es muy poco
utilizado ya que resulta de muy dificil implementacion.

Esta alternativa pre-analitica aporta una nueva fuente de
variabilidad al diagnéstico de DG, ya que con los distintos
anticoagulantes-inhibidores se obtienen resultados de glu-
cemia diferentes. El diagnéstico de DG no sélo dependerd de
la sensibilidad del test seleccionado, sino también del sis-
tema anticoagulante-inhibidor de glucélisis utilizado. Seria
necesario una estandarizacién de la fase pre-analitica y/o

validacién de los puntos de corte para cada sistema anti-
coagulante-inhibidor de la glucdlisis.

Es por eso que los objetivos del presente trabajo fueron:
comparar los resultados de glucosa en plasma obtenido
de tubos con distintos inhibidores y diferentes tiempos de
contacto con el paquete globular: tubos con heparina (H)
conservados en bafio de agua-hielo hasta la separacion del
plasma, tubos con EDTA-fluoruro (F) y tubos con citrato-
fluoruro (C). Paralelamente, se evalud si la utilizacion de
uno u otro inhibidor (F o C) altera el diagnéstico de DG en las
pacientes embarazadas que asistieron al laboratorio con
solicitud médica de prueba de tolerancia oral a la glucosa
segln IADPSG.

Materiales y métodos

Los anticoagulantes-Inhibidores de la glucélisis utiliza-
dos fueron F: EDTA-G, Wiener, solucién equilibrada de sales
s6dicas y potasicas de EDTA {0,274 mol/I) y fluoruro (0,86
mol/l}, pH ?,2.; C: Citrato 10mg%, fluoruro 0.8 M, pH=3,2 (pre-
parado en el laboratorio}, H: tubos Vacutainer con heparina
sddica 68 USP Becton & Dickinson en bafio de agua-hielo.

Todas las mediciones se realizaron en un Unico instru-
mento, Cobas 6000, mdédulo C 501, con reactivo dedicado
Hexoquinasa (Roche Diagnostics). Precision intermedia
0.92 % para glucemias de valor medio 81 mg/dly 0.98 % para
glucemias de valor medio 288 mg/dl.

Anilisis de Datos: El andlisis estadistico se realizé con el
programa Medcalc 11.3.0 y IBM SPSS Statistics 21.0.

Experimento A: con el fin de evaluar la eficacia inhibitoria
de la via glucolitica de F y C frente al gold standard H se ex-
trajo sangre a 28 adultos voluntarios (rango etario: 25 — 51
afos; media 35 afios], tres tubos por paciente (H, FyC], en
ayunas o postprandial (con el fin de obtener resultados més
elevados de glucemia). Las muestras se fraccionaron en
dos alicuotas. Ala primera, se le separd el plasma por centri-
fugacién y se midi6 la glucemia inmediatamente luego de la
extraccion (HAg, FAg y C*g). La segunda se mantuvo en con-
tacto con el paquete globular durante dos horas [H en bafio
de agua-hielo; F y C a temperatura ambiente]. Cumplido el
tiempo estipulado, se separd el plasma por centrifugacién
(H en centrifuga refrigerada, a 4°C) y se midi6 la glucemia
(H*%, FA2y C%).

Experimento B: para analizar la diferencia de resultados
entre EDTA-fluoruro y citrato-fluoruro se extrajo sangre a
53 pacientes adultos en tubos F y C (rango etario: 27 — 53
afos; media 33 afios). Rango de concentracion de las mues-
tras: 59 — 144 mg/dl. Todos los plasmas se procesaron por
duplicado inmediatamente (F8g, CBy) y luego de dos horas
de contacto con el paquete globular (F8;, CB,), también por
duplicado.

Experimento C: con el fin de evaluar la influencia del inhibi-
dor glucolitico en el diagnéstico de DG se recolectaron mues-
tras con ambos inhibidores, EDTA-fluoruro y citrato-fluoruro,
de 52 pacientes embarazadas que acudieron al laboratorio
para realizar la prueba de tolerancia oral a la glucosa, segin
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protocolo IADPSG, entre la semana 24-28 de embarazo. El
rango etario de la poblacion en estudio fue de 22 — 45 afos
(media 33 afios). Las muestras se recogieron en ayunas
(F0, C%) yluego de laingestion de 75 gramos de glucosa en
solucién acuosa, a los 60 y 120 minutos (F¢y, C¢4 y F%, €%
respectivamente]. El andlisis se realiz habiendo conside-
rado los puntos de corte propuestos por el protocolo HAPQ®:
basal 92 mg/dl; 1hora: 180 mg/dl; 2 horas: 153 mg/dl.

Resultados

ExperimentoA:los resultados de glucosa medida atiempo
cero y a las dos horas se muestran en la tabla |. Se observa
que, al comparar los resultados de EDTA-fluoruro (F4;) y

Figura 1. Glucemia normalizada con heparina a tiempo 0O:
Glucemia a tiempo 2 en tubos con citrato-fluoruro, EDTA-
fluoruro y heparina. Intervalo de confianza del 95 %.
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citrato-fluoruro (C*;) a las 2 horas post-extraccion frente a
heparina (H*>) hay en promedio una disminucién de 7,9 mg/
dl (Student T: p < 0,01) y un aumento de 2,5mg% (Student
T: p = 0,33, diferencia no significativa), respectivamente.
Asimismo, la diferencia media entre F*; y C*, es de 9,8 mg/
dl (StudentT: p< 0,01).

Enlafigura 1, se grafican los datos de glucemia obtenidos
con los diferentes anticoagulantes, normalizados con
heparina a tiempo 0 (HAg), con su intervalo de confianza
del 95 % (IC). Al normalizar los datos con el gold standard
observamos que luego de dos horas el tubo con heparina
conserva el 97,6 % (IC: 96,9 - 98,3) de la glucemia inicial,
el citrato-fluoruro mantiene el 100,3 % (IC: 99,6 - 101,0]
y el EDTA-fluoruro el 89% (IC 87,9 - 90,2). La diferencia es
estadisticamente significativa para EDTA-fluoruro frente a
heparina y citrato-fluoruro (ANOVA: p < 0,001)

La figura 2.1 muestra la correlacion entre los resultados
obtenidos con heparina y con citrato-fluoruro para cada par
de muestras. EI'IC 95 % de la pendiente de la recta incluye al
1ylaordenadaal origenincluye al 0. Los resultados indican
que existe una gran similitud entre los resultados obtenidos
entre los dos anticoagulantes-inhibidores.

El grafico superior de la figura 2.2 representa las diferen-
cias de glucemias obtenidas con citrato-fluoruro y heparina
luego de 2 horas en contacto con el paquete globular. Los re-
sultados muestran que la diferencia promedio entre ambos
anticoagulantes es de 2,5 mg/dl (IC: -0,6 a 5,7). El grafico
inferior representa las diferencias de glucemias obtenidas
con EDTA-fluoruro y heparina luego de 2 horas en contacto
con el paquete globular. Los resultados muestran que la di-
ferencia promedio entre ambos anticoagulantes es de -7,9
meg/dl (IC:-4,0a-11,7).

Figura 2.1. Regresién de Deming: Resultados de glucemia obtenidos con heparina en bafio agua-hielo y citrato-fluoruro.

Regresion de Deming
150 i Heparina vs. Citrato
140
[.1'|.¢ =
2 130
® E
O 120
5 110F
? =
< 100}
e 1
g 90 |-
Q
S #
Q 80
i Y =1,8749 +1,0071 X
70 - Ordenada: 1,8749 (IC95%: -3,2256 - 6,9733)
- Pendiente: 1,0071 (IC95%: 0,9507 - 1,0635)
WE . e e b B § 5 A B e o T o
60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160

Glucemia (mg%) - Heparina en bafio agua/hielo

ByPC 2016;80(1):10-16.



Evaluacién del inhibidor de la glucélisis citrato-fluoruro y su aplicacién en el diagndstico de diabetes gestacional m

Experimento B: los resultados de los 53 pares de mues-
tras obtenidas con F y C se grafican normalizados con citra-
to-fluoruro a tiempo 0, en la figura 3.

Se observa que la glucosa fue, en promedio, 4,51 mg/dl
menor en los tubos F8y, que en los tubos de C8, y en F&; fue
7,80 mg/dl menor que CB,.

Enlos tubos con EDTA-fluoruro la reduccién de la concen-
tracion de glucosa a las 2 horas fue en promedio 5,15 mg/
dl (IC: 4,43 - 5,88] y en los tubos con citrato-fluoruro la re-
duccion promedio fue 1,33 mg/dl (IC: 0,55 - 2,10) (Tabla l1).
La diferencia es estadisticamente significativa (Student t:
p<0,01).

Si se considera el total de muestras de ambos experi-
mentos (experimentos A y B), el consumo de glucosa lue-

go de dos horas de la extraccién de sangre fue: para F: 6,85
mg/dl, C: 1,13 mg/dl y H: 2,19 mg/dl. Las diferencias son
estadisticamente significativas (Student t: p < 0,01) excep-
to para el caso de citrato-fluoruro/heparina (Student t: p =
0,40). (Tabla Ill].

Experimento C: Prueba de tolerancia oral a la glucosa en
pacientes embarazadas, protocolo IADPSG. La distribucién
de muestras positivas (mayores al valor de corte respecti-
vo) y negativas para DG se muestran en la Tabla IV.

Todas las muestras que resultaron mayores al valor de
corte con EDTA-fluoruro, también lo fueron con citrato-fluo-
ruro. Sin embargo, 18 muestras fueron positivas con EDTA-
fluoruro y 25 lo fueron con citrato-fluoruro, es decir que
hubo 7 diferencias clinica y estadisticamente significativas

Figura 2.2. (Arriba) Grafico de Bland-Altman: Glucemia (mg/dl] citrato-fluoruro vs. heparina en bafio agua-hielo. (Abajo)
Grafico de Bland-Altman: Glucemia (mg/dl) EDTA-fluoruro vs. heparina en bafio agua-hielo.
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entre ambos anticoagulantes (Chicuadrado: p < 0,001]). Es-
tas muestras corresponden a 5 pacientes (9,6 % de la pobla-
cién en estudio).

Al utilizar EDTA-fluoruro como inhibidor glucolitico en la
prueba oral de tolerancia a la glucosa se logré diagnosticar
a 12 mujeres con diabetes gestacional (23 %). En contraste,
al considerar los datos de glucemia obtenidos con el inhibi-
dor citrato-fluoruro identificamos a 17 mujeres con DG (33
%) (Figura 4).

Discusién

En nuestro pais, EDTA-fluoruro de sodio es el agente pre-
ferido por la mayoria de los laboratorios clinicos para la ob-
tencién de plasma y preservacién de la glucemia, y se utiliza
para el diagndstico de diabetes mellitus y DG. Sin embargo,
su accién no es inmediata, * ya que sélo logra detener el
proceso de glucélisis anaerdbica en la sangre extraida, lue-
go de 2 horas.

El método considerado gold standard es poco practico y
de muy dificil implementacién en la practica diaria, en espe-
cial enaquellos laboratorios que reciben un elevado nimero
de pacientes y/o derivaciones desde centros periféricos.

El uso de la solucidn buffer citrato/acido citrico para aci-
dificar el medio de reaccién e inhibir la glucélisis ha sido
descripto algunas décadas atras, pero esta posibilidad no
es muy conocida. No se comercializan en Argentina tubos
con citrato como inhibidor de la glucélisis y hay pocos repor-
tes al respecto®.

Con la experiencia A hemos demostrado que el sistema
anticoagulante-inhibidor citrato-fluoruro se comporta de
manera similar al gold standard, heparina en bafo de agua-

hielo. El sistema EDTA-fluoruro, en cambio, produce un de-
caimiento de la glucemia en las dos primeras horas post ex-
traccién y esta diferencia es estadisticamente significativa.
Se puede argumentar que el nimero de pacientes involucra-
dos es bajo, pero se debe considerar que se tomaron mues-
tras de voluntarios (3 tubos por cada paciente], se proce-
saron por duplicado y que la manipulacién de la muestra de

Figura 4. Proporcién de pacientes diagnosticadas con
DG con cada anticoagulante respecto del total de la
poblacién (N=52].
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Figura 3. Valores de glucemia normalizados con citrato a tiempo O para las 53 pares de muestras obtenidas con Cy F.
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heparina en bafio de agua-hielo dificulta el procedimiento.

En la experiencia B se demuestra que el inhibidor citrato-
fluoruro mantiene la concentracién de glucosa plasmatica
luego de dos horas de contacto con el paquete globular, ya
que la diferencia no es estadisticamente significativa res-
pecto del basal. EDTA-fluoruro no muestra igual comporta-
miento y, ademas, la muestra basal correspondiente tiene
menor concentracién de glucosa que la de citrato-fluoruro
basal, indicando que aun procediendo de forma inmedia-
ta, la concentracion de glucosa decae en los tubos con
EDTA-fluoruro. El decaimiento de la glucemia a las 2 horas
(respecto del basal) con citrato-fluoruro y con heparina no
difiere estadisticamente, pero si es diferente en términos
absolutos. Esto se debe, sin dudas, a la dificultad en la im-
plementacion del método de inhibicién enzimatica por en-
friamiento. La eficacia del método se ve disminuida por el
manipulado de las muestras.

Al evaluar el diagnéstico de DG (experiencia C) con cada
anticoagulante (C y F) se comprobé que el inhibidor citrato-
fluoruro detecta mayor cantidad de resultados por encima
del valor de corte asignado para cada tiempo.

Segun el protocolo IADPSG, una sola muestra positiva es
suficiente para diagnosticar DG. Este protocolo se basa en
el estudio HAPG, que utiliz6 muestras recolectadas con he-
parina en bafo de agua-hielo!!. Dado que se ha demostra-
do que el citrato-fluoruro es un inhibidor tan eficaz como el
enfriamiento y que el EDTA-fluoruro, en cambio, permite el

sub-diagndstico de DG en un 10% de los casos.

Se ha discutido mucho sobre la distinta sensibilidad de
los test diagndsticos para DG. IADPSG adopt6 el criterio del
estudio HAPQ, y definié los puntos de corte como las cifras
de glucemia a partir de las cuales la morbilidad era 1,75 ve-
ces la de la media de la poblacién en relacion a tres varia-
bles: peso al nacer, adiposidad subcutanea y péptido C en
corddn superiores al percentilo 90. (°)

El criterio diagnéstico quedé entonces definido con las
cifras de 92 mg/dl para la glucemia en ayunas, 180 mg/dly
153 mg/dl en la primera y segunda hora, respectivamente.
Se considerd el test positivo cuando se encontraba un Unico
valor alterado, sea basal, 1 0 2 horas tras la ingesta de glu-
cosa’. Al disminuir el valor de la concentracién de los puntos
de corte y exigir sélo una muestra positiva para diagnosti-
car al paciente con DG, el test se hace altamente sensible
y requiere una medicién muy exacta de la glucemia. Un pe-
quefio error pre-analitico o analitico puede llevar a que una
paciente sea mal clasificada y no reciba el consejo médico
adecuado.

La utilizacién de este test en el laboratorio clinico exige
un procedimiento que asegure la conservacién de la gluce-
mia en la fase pre-analitica.

Tabla lll. Disminucidn de glucosa luego de 2 horas de de-
mora en el procesamiento utilizando distintos inhibidores
considerando el total de muestras analizadas.

decaimiento de los niveles de glucosa en plasma, se puede — A :
afirmar, entonces, que con el inhibidor EDTA-fluoruro hay un Inhibidor Glucemia en mg/d|
(T2 -T0)
Tablal. Glucemias promedio medidas a distintos tiempos. EDTA-fluoruro 6,85*
Glucemia promedio | Tiempo O | Tiempo 2 | A Glucemia citrato-fluoruro 1,13
(mg/dl) | (mg/dl) | (mg/dl) Heparina-baiio de agua-hielo 2,19

EDTA-fluoruro 95,2 84,7* -10,5* Diferencia promedio de glucemias observada entre tiempo
citrato-fluoruro 95,8 94,5 1,3 2 y tiempo 0 con distintos anticoagulantes-inhibidores
Heparina 947 920 2 considerando el total de muestras (experiencia A+B). La

Glucemias promedio en mg/dl obtenidas a tiempo basal y
2 horas post extraccién con distintos anticoagulantes. Los
resultados con EDTA-fluoruro difieren respecto de Citrato y
de heparina alas 2 hs (ANOVA: *p < 0,01).

diferencia promedio obtenida con EDTA-fluoruro difiere
estadisticamente de los resultados con citrato-fluoruro y
heparina (*Student T: p < 0,01).significativas (Student t: p <
0,01) yde heparinaalas 2 hs (ANOVA: *p < 0,01]).

Tablall. Disminucién de glucosaluego de 2 horas de demora

Tabla IV. Clasificacion de los resultados seguin el punto
de corte propuesto por estudio HAPO.

en el procesamiento utilizando distintos inhibidores — -
Inhibidor EDTA-fluoruro citrato-
Inhibidor AGlu (md/dl) T2-TO | IC95% fluoruro
EDTA-fluoruro 5,15 4,43 a5,88 Muestras positivas 18 25
citrato-fluoruro 1,33 0,55a2,10 Muestras negativas 138 131

Diferencia de glucemia observada entre tiempo 2 y tiempo 0
con distintos anticoagulantes-inhibidores (experiencia B).
Ladiferenciadelas medias calculadas son estadisticamente
significativas (Student t: p < 0,01])y de heparina a las 2 hs
(ANOVA: * p < 0,01).

Distribucidn de los resultados de las 312 muestras (basal,
60 y 120 minutos) pertenecientes a 52 pacientes embara-
zadas. Los criterios de positividad considerados son los del
estudio HAPO. Los resultados positivos obtenidos con los
distintos inhibidores difieren entre si con significancia esta-
distica (Chi®: p < 0,01).
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Se ha probado que, durante el tiempo evaluado, el siste-
ma EDTA-fluoruro no logra una inhibicién de la glucélisis tan
eficaz como heparina en bafio de agua-hielo. Citrato-fluo-
ruro logra inhibir eficientemente la glucdlisis, presentando
valores de glucemia comparables al gold standard y resulta
una alternativa sencilla y de facil implementacion en el la-
boratorio clinico.

Aplicando estas consideraciones al diagnéstico de DG, se
observa que alrededor de un 10 % de las pacientes pueden
ser mal clasificadas si se utiliza el inhibidor tradicional. Es
recomendable modificar los procedimientos pre-analiticos
y asegurar la conservacién de la glucosa para garantizar un
diagnéstico correcto de DG.
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